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En la industria láctea son de gran interés las proteasas capaces de 
coagular leche que se utilizan para elaborar quesos. En la actualidad, la enzima 
más utilizada con este fin es la quimosina recombinante. Sin embargo, el 
interés en producir alimentos con nuevas texturas y sabores mantiene activa la 
búsqueda de coagulantes naturales alternativos. Durante este trabajo de tesis 
se ha estudiado la coagulación de leche bovina inducida por un coagulante de 
origen fúngico y otro bacteriano. Además, se han caracterizado ciertas 
propiedades físico-químicas de los geles lácteos obtenidos. 
Se cultivó el hongo Aspergillus niger NRRL3 por fermentación de 
residuos agroindustriales en estado sólido y a partir de su micelio se preparó un 
extracto enzimático (EEAN) con actividad coagulante de la leche. Se ensayaron 
distintas concentraciones de EEAN para obtener geles lácteos que luego 
fueron caracterizados. En la mayoría de los casos, estos geles resultaron más 
laxos que los inducidos por quimosina. Al aumentar la concentración de EEAN, 
el índice de pardeamiento de los geles resultó mayor y se liberó más suero, con 
mayor actividad antioxidante. Teniendo en cuenta los resultados de los 
ensayos reológicos, se decidió utilizar 3,5 % V/V de EEAN para elaborar queso 
Cheddar. La excesiva proteólisis desempeñada por EEAN, no sólo durante la 
etapa de coagulación de la leche sino también durante la maduración del 
queso, dio como resultado una composición química característica y diferente a 
la obtenida en los quesos control (elaborados con quimosina). A su vez, esto 
repercutió en la textura final del queso y en el perfil de péptidos que dan aroma. 
El otro coagulante utilizado fue un extracto enzimático producido por 
Bacillus sp. P7 (EEP7). Se estudió el efecto de la presencia de sales minerales, 
muy utilizadas en la fortificación de productos lácteos, sobre la estructura de las 
proteínas lácteas y la actividad del EEP7. Se obtuvieron geles lácteos 
fortificados con estas sales minerales utilizando EEP7 como coagulante y los 
mismos fueron caracterizados. En presencia de los cationes con mayor afinidad 
por las caseínas se formaron micelas más grandes que coagularon más rápido, 




Capítulo 1  
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Importancia del tema en estudio 
En la provincia de Santa Fe se encuentran las cuencas lecheras por 
excelencia del país (Figura 1.1), contando con grandes, medianas y pequeñas 
empresas de producción primaria e industrial de lácteos. Éstas constituyen un 
pilar importante en la economía argentina por su distribución territorial y 
generación de empleo. 
 
Figura 1.1: Mapa de las principales cuencas lecheras en Argentina (Mancuso y Teran, 
2008). 
Nuestro país destina un 76 % de la leche cruda a la elaboración de 
productos lácteos, 17 % a leches fluidas y el resto está considerada como 
leche informal. En las industrias de elaboración de productos, la mayor parte de 
la leche (51,4 %) se destina a la elaboración de quesos, un 31,2 % se destina a 
la producción de leche en polvo, 9,3 % a manteca y el resto a otros lácteos 
(dulce de leche, leche condensada, yogur, postres y flanes) (Mancuso y Teran, 
2008). Por esto, se considera que las investigaciones destinadas a la 
innovación en la elaboración de productos lácteos, en particular de quesos, 
tienen gran impacto no sólo en la región santafesina, sino también en la cadena 
láctea nacional.  
Particularmente, la innovación en el proceso de elaboración de quesos 
puede abordarse desde diferentes perspectivas. Tal es así que hay 
investigaciones destinadas a la producción de quesos con diferente contenido 
de colesterol (Kwak y col., 2002; Galante y col., 2017), de sodio (Katsiari y col., 
 17 
1997; Cruz y col., 2011; Silva y col., 2017) e incluso fortificados con vitaminas y 
minerales (Wagner y col., 2008; Kahraman y Ustunol, 2012; Tippetts y col., 
2012; Soodam y col., 2015). Además, hay estudios en los que se modificaron 
los pasos de la elaboración (Johnson y col., 2001; Everard y col., 2008) o el 
coagulante utilizado (Yegin y col., 2011; Moynihan y col., 2014; Shah y col., 
2014). Antes de aplicar cualquier innovación sobre un proceso es indispensable 
trabajar primero con un modelo de estudio más simple. En este trabajo de tesis 
se utilizaron geles lácteos como sistemas modelo de alimentos producidos a 
partir de leche coagulada enzimáticamente, en particular de queso.  
Leche bovina 
Composición química  
La leche es una mezcla compleja de agua, grasa, proteínas, lactosa, 
vitaminas y minerales. El agua es la fase dispersante (~ 87 %) con glóbulos de 
grasa (~ 3,5 % P/V) y proteínas (~ 3,5 % P/V) en la fase dispersa. La lactosa (~ 
5 % P/V), vitaminas y sales minerales (~ 1 % P/V), en cambio, se encuentran 
en su mayor parte disueltas (Agudelo Gómez y Bedoya Mejía, 2005). La 
proporción en la que se encuentran estos nutrientes depende, entre otros 
factores, de la raza, edad y nutrición del animal en cuestión, además de las 
condiciones ambientales en las que fue criado (Fox y col., 2000; Haug y col., 
2007).  
Estructura de las caseínas 
Este trabajo se enfoca en el proceso de coagulación enzimática de la 
leche, en el que están involucradas las proteínas constituyentes de la leche 
llamadas caseínas. Alrededor del 80 % de las proteínas en la leche son 
caseínas (CN) mientras que las proteínas del suero completan el 20 % 
restante. Hay cuatro tipos principales de caseínas, αs1-CN, αs2-CN, β-CN y κ-
CN, todas con puntos isoeléctricos (pI) de 4,6 a 20°C. Los residuos Ser de las 
caseínas se encuentran fosforilados y la cantidad de estos grupos (Ser-P) en 
su estructura primaria las clasifica en sensibles o no al calcio. Esta clasificación 
es importante para describir cómo se disponen estas proteínas en la leche, ya 
que la mayoría se encuentra formando micelas y aproximadamente el 5% 
queda libre en solución. La κ-CN posee sólo un residuo Ser-P y, por esto, es 
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considerada insensible al calcio; además es la única que está glicosilada: 
posee un tri ó tetrasacárido, incluyendo residuos de ácido N-acetilneuramínico 
aniónicos, unido a residuos de treonina cercanos a su extremo C-terminal. Las 
demás caseínas poseen más residuos Ser-P, incluso se encuentran agrupados 
en determinadas regiones de interacción con el calcio propio de la leche 
(Bordin y col., 2001; Farrell y col., 2004). Debido a que el pH de la leche es 
cercano a la neutralidad, los grupos ionizables de las caseínas se encuentran 
desprotonados lo que le otorgan carga negativa a las proteínas. De esta 
manera, las caseínas poseen una conformación desplegada y muy flexible con 
sólo algunas regiones localizadas capaces de adoptar estructura secundaria 
(Thorn y col., 2015). 
La materia seca de las micelas de caseína (MC) es 94% proteína y 6% 
minerales, principalmente fosfato de calcio coloidal (FCC). Existen varios 
modelos que explican la estructura de las MC, el último que se propuso es el 
“modelo de doble unión” (Phadungath, 2005). Según él, hay dos tipos de 
interacciones involucradas en el mantenimiento de la estructura de las MC: 
atracción hidrofóbica y repulsión electrostática. Las micelas se formarían a 
partir de la interacción hidrofóbica entre las caseínas, mientras que la repulsión 
electrostática entre las mismas limitaría su tamaño final. El FCC favorecería la 
interacción hidrofóbica al neutralizar la carga negativa de los residuos Ser-P 
agrupados. Las moléculas de κ-CN quedan ubicadas en la superficie de la 
micela debido a que poseen sólo un extremo hidrofóbico para interaccionar con 
otras proteínas y sólo un residuo Ser-P que no es suficiente para unir FCC. Los 
extremos glicosilados hidrofílicos de estas moléculas quedan expuestos, 
confiriéndole estabilidad estérica y electrostática a la estructura, como se 
muestra en la Figura 1.2 (Horne, 1998). 
En biología se postula que toda estructura está asociada a una 
determinada función. La función primordial de la leche bovina es nutrir a los 
terneros y la organización de las CN en micelas permite la incorporación no 
solo de proteínas sino también de una alta concentración de minerales que 
precipitarían de no estar interaccionando en tal estructura (Horne, 2002).  
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Figura 1.2: Esquema descriptivo del modelo de doble unión (Horne, 1998). Las barras 
rectangulares simbolizan regiones hidrofóbicas de las CN, mientras que las líneas 
curvas representan regiones hidrofílicas. 
Coagulación enzimática 
La preparación enzimática inicialmente más usada para coagular la 
leche fue el cuajo, que se extrae del cuarto estómago de los terneros 
destetados y que está compuesto mayoritariamente por quimosina y en menor 
proporción por pepsina. Sin embargo, debido a cuestiones éticas (por la 
excesiva matanza de animales jóvenes) y para disminuir las variaciones en 
actividad y composición según la edad y alimentación de los animales, la 
búsqueda de coagulantes alternativos es un área en desarrollo. En general, las 
enzimas utilizadas como coagulantes en la industria láctea son aspartil 
proteasas, debido a que su pH óptimo ácido favorece la agregación de las 
caseínas y la consecuente coagulación de la leche (Yegin y Dekker, 2013). 
La química de coagulación de las MC puede dividirse en dos etapas 
(Lucey, 2002). En la primera etapa, cuando el coagulante es quimosina, se 
produce la hidrólisis del enlace peptídico de la κ-CN, Phe 105 - Met 106, lo que 
reduce la repulsión tanto electrostática como estérica entre las MC. El 
fragmento N-terminal 1 - 105 de las κ-CN es fundamentalmente hidrofóbico y 
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queda unido a las otras CN en la micela. El fragmento C-terminal 106 - 169 con 
la porción glicosilada queda libre en solución. En la segunda etapa, 
independientemente del agente coagulante, aumenta la viscosidad de la 
suspensión ya que ocurren dos procesos: primero, la agregación de las MC 
que está dirigida por fuerzas de Van der Waals e interacciones hidrofóbicas y 
que consiste en la incorporación inicial de una micela con otra. Los agregados 
resultantes son visibles por microscopía electrónica y pueden estudiarse por 
espectroscopía. Segundo, la gelificación que consiste en la formación de un gel 
o red irreversible de moléculas de CN. Esta estructura es dinámica y sus 
reordenamientos pueden estudiarse por reología y microscopía confocal (Fox y 
col., 2000). 
En las últimas décadas, la enzima coagulante más utilizada en la 
industria láctea ha sido la quimosina recombinante. Por otro lado y con el 
objetivo de innovar en la elaboración de productos lácteos se han estudiado 
coagulantes de la leche de origen vegetal y microbiano (Kumar y col., 2010; 
Jacob y col., 2011). La etapa inicial de proteólisis ejercida por los coagulantes 
enzimáticos afecta la estructura de los geles lácteos originados. Por esto, es 
interesante encontrar nuevos agentes coagulantes y caracterizar las 
propiedades físico-químicas de los geles lácteos inducidos por ellos.  
 
El objetivo general de este trabajo de tesis es estudiar el efecto de 
utilizar extractos enzimáticos microbianos sobre el proceso de coagulación de 









1.1. Enzimas fúngicas coagulantes de la leche 
Existen muchas enzimas de origen fúngico (Rhizomucor sp., Mucor sp., 
Aspergillus sp.) con actividad coagulante de la leche (Areces y col., 1992; 
Preetha y Boopathy, 1994, 1997; Vishwanatha y col., 2010; Yegin y col., 2011). 
Sin embargo, en general no son apropiadas para elaborar productos lácteos 
debido a su excesiva actividad proteolítica y termoestablidad (Jacob y col., 
2011). Para mejorar estas propiedades y poder utilizar estas preparaciones 
enzimáticas en la industria láctea se han aplicado modificaciones químicas y 
por técnicas de ingeniería genética. En la actualidad se comercializan e incluso 
se utilizan en la elaboración de quesos preparaciones enzimáticas 
“modificadas” de Rhizomucor sp. (Reps y col., 2006; Yegin y Dekker, 2013). De 
todas formas, el descubrimiento de coagulantes fúngicos provenientes de 
fuentes naturales económicas y con capacidad de ser utilizados en la industria 
láctea es todavía un área en continuo desarrollo. De hecho, hay varios trabajos 
publicados que aplican coagulantes fúngicos “sin modificar” en la elaboración 
de quesos frescos o con pocos meses de maduración (Yasar y Guzeler, 2011; 
Merheb-Dini y col., 2012; Alves y col., 2013). 
1.1.1. Aspergillus niger como productor de enzimas 
El género Aspergillus está constituido por especies de hongos 
filamentosos, compuestos por cadenas de células, llamadas hifas. Las 
diferentes especies del género se clasifican según el color de sus esporas, 
integrando las marrones y negras al grupo Aspergillus niger (Schuster y col., 
2002). Su morfología se muestra en la Figura 2.1.1., los conidios son sus 
esporas asexuales y son producidos a partir de las células conidiógenas de las 
hifas fértiles (conidióforos) (Chang y col., 2014).  
Se han caracterizado varias proteasas extracelulares obtenidas a partir 
de cultivos de A. niger. Las mayoritarias son dos aspartil proteasas ácidas (con 
pH óptimo bajo), PEPA y PEPB, aunque también se purificaron algunas serín 
proteasas minoritarias (van den Hombergh y col., 1997). La Organización 
Mundial de la Salud (OMS) junto con la Administración de Alimentos y 
Medicamentos de Estados Unidos (FDA) clasificaron a la especie fúngica A. 
niger y a sus preparaciones enzimáticas como “generalmente reconocidas 
como seguras” (GRAS, por sus siglas en inglés) (Schuster y col., 2002). Debido 
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a esto, muchas enzimas de este origen han sido utilizadas en la industria de 
bebidas y alimentos (Theron y Divol, 2014; Mandujano-González y col., 2016). 
En relación con la industria láctea en particular, se determinó actividad 
coagulante de la leche de ciertas proteasas producidas por A. niger. Incluso se 
elaboró queso fresco utilizando preparaciones enzimáticas de este 
microorganismo como agente coagulante (Fazouane-Naimi y col., 2010). 
 
Figura 2.1.1: Estructura morfológica básica del género Aspergillus. A la izquierda: 
esquema (Chang y col., 2014). A la derecha: Imagen obtenida con microscopio 
electrónico de barrido (Hertz-Fowler y Pain, 2007). 
Una de las ventajas de trabajar con esta especie fúngica es su 
capacidad de adaptarse a condiciones de crecimiento muy variadas. En este 
trabajo de tesis se utilizó la técnica de fermentación en estado sólido (FES) 
para obtener un extracto enzimático (EEAN) con actividad coagulante de la 
leche a partir de la cepa NRRL3 de A. niger. La FES se define como la 
fermentación que involucra sólidos en ausencia (o casi ausencia) de agua libre; 
sin embargo, los sustratos deben poseer suficiente humedad para soportar el 
crecimiento y metabolismo del microorganismo. Algunas de las ventajas sobre 
la fermentación en medio líquido son: menores requerimientos energéticos, 
reducción de la cantidad de aguas residuales y el aprovechamiento de residuos 
sólidos como sustratos (Pandey, 2003). Ya se han obtenido enzimas 
extracelulares con diversas actividades a partir de A. niger por FES (Kamini y 
col., 1998; Castilho y col., 2000); lo novedoso en este caso es la combinación 
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de desechos agroindustriales utilizados como sustratos para la fermentación. 
Además, la investigación se enfoca en la utilización de EEAN como coagulante 
para inducir la formación de geles lácteos y en su posterior caracterización 
físico-química. Se consideró a estos geles como los modelos de estudio de 
productos lácteos basados en leche coagulada, en particular de queso. 
1.2. Elaboración de queso 
De acuerdo a la definición del Código Alimentario Argentino “se entiende 
por queso al producto fresco o madurado que se obtiene por separación parcial 
del suero de la leche o leche reconstituida (entera, parcial o totalmente 
descremada), coagulado por acción del cuajo, de enzimas específicas, de 
bacterias específicas, de ácidos orgánicos, solos o combinados, todos de 
calidad apta para uso alimentario; con o sin el agregado de sustancias 
alimenticias y/o especias y/o condimentos, aditivos específicamente indicados, 
sustancias aromatizantes y materiales colorantes” (Código Alimentario 
Argentino, 2006).  
El origen de la elaboración del queso no se puede datar con exactitud, 
uno de los primeros registros proviene de pinturas rupestres en cavernas del 
año 5000 a. C. La conversión de leche en cuajada fue descubierta por 
accidente, cuando los nómades se trasladaban de un lugar a otro, en días de 
calor, con la leche contenida en “bolsas” fabricadas a partir de estómagos de 
rumiantes. Si la leche se dejaba quieta, coagulaba debido no sólo a la 
presencia de quimosina, sino también a la acidez generada como resultado de 
la actividad bacteriana en los estómagos. Parte de la fase líquida (suero) era 
absorbida por la piel o filtrada a través de “la bolsa” y eliminada por 
evaporación (Law y Tamime, 2011).  
Dado que el queso es un producto lácteo fermentado, un paso 
fundamental en su elaboración es el metabolismo de la lactosa para generar 
ácido láctico, llevado a cabo por las bacterias ácido-lácticas (BAL). La 
acidificación del medio tiene tres funciones principales: favorece la actividad del 
coagulante, la expulsión de suero y previene el crecimiento de especies 
bacterianas indeseadas. La velocidad de acidificación afecta a la textura de la 
cuajada ya que controla la velocidad de desmineralización (separación del 
fosfato de calcio de la matriz proteica). Las BAL son adicionadas a la leche 
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antes del agente coagulante, aunque en la elaboración de algunos quesos 
artesanales no se utilizan BAL externas, sino que se aprovechan las especies 
adventicias en la leche (Fox y col., 2000; McSweeney, 2004). A modo de 
ejemplo, en la Figura 2.1.2 se muestra un diagrama de flujo general del 
protocolo para elaborar queso. Con el surgimiento de las distintas variedades, 
que en la actualidad son más de 500, este proceso sufrió ciertas 
modificaciones. 
1.2.1. Queso Cheddar 
Para elaborar quesos en países de clima frío fue necesario modificar 
algunos pasos del protocolo. Por ejemplo, una vez separado el suero, se 
desarrollaron dos estrategias para mantener la temperatura de la cuajada y 
promover así su acidificación. Una de las técnicas se basaba en la adición de 
agua tibia a la cuajada, mientras que la otra consistía en apilar la cuajada en 
montones que impedían la disminución de la temperatura. En este último caso, 
las pilas de cuajada se llamaron “Cheddars”, debido al lugar en donde se llevó 
a cabo este procedimiento por primera vez (a mediados del siglo XIX): un 
pueblo llamado Cheddar en el suroeste de Inglaterra (Lawrence y col., 1993). 
La técnica utilizada para salar la cuajada también es crucial en la 
caracterización de una variedad de queso. En los primeros protocolos de 
elaboración de queso, la superficie de la cuajada se cubría con sal para 
preservarla por largos períodos de tiempo. No obstante, en localidades donde 
la sal se obtenía por evaporación del agua de mar, se comenzó a considerar la 
inmersión de la cuajada en salmuera (por ejemplo, en queso Gouda holandés). 
Otra opción consiste en cortar la cuajada en pequeñas porciones y adicionarle 
sal granulada, proceso llamado “salado en seco”. Esta técnica surgió en 
Inglaterra, donde abundan las rocas de sal y es la forma característica de salar 
el queso Cheddar. Debido a que la sal inhibe el crecimiento de las BAL, es muy 
importante esperar a que la cuajada alcance un pH de ~ 5,4 antes de adicionar 
la sal; a partir de este valor de pH la cuajada adquiere la textura fibrosa 
característica de esta variedad (Lawrence y col., 1993).  
Por otro lado, la maduración es otro proceso fundamental para obtener 
la textura, el sabor y el aroma finales de las distintas variedades de queso. Por 
esto, muchos investigadores se han dedicado a estudiar los procesos químicos 
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y físicos que ocurren durante este período de tiempo, que puede variar de 
meses a años (Lane y col., 1997; Lynch y col., 1997; McSweeney, 2004). 
 
Figura 2.1.2: Protocolo general para la elaboración de queso, basado en el diagrama 
de flujo publicado por Fox y col. (2000). 
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En este trabajo de tesis se utilizó EEAN como coagulante para elaborar 
queso Cheddar y estudiar particularmente su efecto sobre las propiedades 
físico-químicas del queso durante su maduración. Principalmente se 
caracterizaron la proteólisis y los cambios en la textura de los quesos durante 4 
meses de maduración. Se ha reportado que la proteólisis diferencial ejercida 
por distintos coagulantes afecta el sabor y el aroma del queso (Singh y col., 
2003). Sin embargo, en base al estudio inicial de otro coagulante microbiano 
(Merheb-Dini y col., 2012), en esta primera instancia no se llevó a cabo el 
análisis sensorial de los quesos.  
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2. Objetivos particulares  
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 Obtener y caracterizar un extracto enzimático a partir del cultivo de 
Aspergillus niger NRRL3 por fermentación en estado sólido. 
 Caracterizar los geles lácteos y el suero obtenidos al coagular leche con 
el extracto enzimático de A. niger. 
 Elaborar queso Cheddar utilizando el extracto enzimático de A.niger 
como agente coagulante. 
 Estudiar la composición química del queso Cheddar obtenido y los 
cambios físico-químicos desarrollados durante su maduración. 
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3. Materiales y métodos 
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3.1. Cultivo del microorganismo  
El microorganismo utilizado fue Aspergillus niger NRRL3. El crecimiento 
de este hongo se llevó a cabo en tubos picos de flauta con agar papa (39 g/L, 
Britania) por incubación durante 5 días a 30 °C (Figura 2.3.1 a). Para 
resuspender los conidios se adicionaron 2 mL de agua destilada estéril y se 
utilizó una espátula. Se realizaron diluciones de la suspensión obtenida y se 
contaron los conidios con una cámara de Neubauer (Aberkane y col., 2002). Al 
mismo tiempo, se midió la absorbancia de las diluciones a 620 nm (Abs620nm) 
para realizar una correlación con el número de conidios. Teniendo en cuenta 
los parámetros de correlación obtenidos, se determinó el número de conidios 
en las diluciones por medidas de Abs620nm (Acacio y col., 2004). 
 
Figura 2.3.1: a) Aspergillus niger NRRL3 en tubos picos de flauta con agar papa. b) 
Cáscara de naranja trozada, contenida en placas de Petri de vidrio para secar en 
estufa. c) Erlenmeyers de 500 mL usados para la fermentación, conteniendo el 
sustrato sólido (cáscarilla de soja y cáscara de naranja) procesado y seco. d) Sustrato 
sólido hidratado, inoculado con el microorganismo. 
El cultivo del hongo se llevó a cabo por fermentación en estado sólido, 
en frascos erlenmeyers de 500 mL. Los sustratos sólidos empleados fueron 
cascarilla de soja (Molinos Río de la Plata S.A.) y cáscaras de naranja secas, 
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molidas y tamizadas (Figura 2.3.1 b y c). Se colocaron 30 g de sustrato sólido 
en cada erlenmeyer, en relación soja/naranja = 0,25 = 6 g de soja/24 g de 
naranja. El medio basal fue preparado con MgSO4 10 g/L; NaCl 10 g/L; FeSO4 
0,08 g/L; NaNO3 3,5 g/L y K2HPO3 250 mM (Cicarelli Laboratorios) y se ajustó 
su pH a 7 (Castilho y col., 2000). Tanto el medio basal como los sustratos 
sólidos fueron esterilizados por separado a 121 °C durante 15 min. En 
condiciones de esterilidad, se adicionaron 181,2 mL de medio basal a cada 
erlenmeyer, teniendo en cuenta el índice de ganancia de agua de los sustratos 
secos (3,4 mL H2O/gsoja y 6,7 mL H2O/gnaranja). Para lograr la completa 
absorción del agua libre, el sustrato se hidrató durante una noche. Transcurrido 
ese tiempo, se inocularon 5.105 esporas en cada erlenmeyer y se los incubó 
durante 8 días a 30 °C en estufa (Tecnodalvo). 
3.2. Obtención del extracto enzimático 
Para obtener un extracto enzimático (EEAN) a partir del micelio de 
Aspergillus niger se adicionaron 50 mL de agua destilada a cada erlenmeyer y 
mediante agitación magnética se mezclaron el micelio y el sustrato durante 10 
min. Finalmente, la mezcla se centrifugó a 10000 g durante 20 min a 4 °C 
(Paranthaman y col., 2009), el sobrenadante se separó por filtración a través de 
una gasa, se registró su pH y se utilizó como EEAN. Antes de proceder a la 
caracterización de EEAN, se lo fraccionó para ensayar el efecto de la 
liofilización y decoloración sobre su actividad. 
3.3. Decoloración del extracto enzimático 
Para reducir la coloración de EEAN, se llevó a cabo el proceso de 
adsorción en carbón activado (Vishwanatha y col., 2010). Primero se 
ensayaron distintas concentraciones de adsorbente y diferentes tiempos de 
incubación para seleccionar las condiciones en las cuales la decoloración fue 
significativa. Se incubó al extracto con carbón activado 5 % P/V durante 12 h a 
4 °C en agitación constante. Luego de este tratamiento, el carbón activado fue 
separado por centrifugación a 10000 g durante 20 min.  
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3.4. Caracterización del extracto enzimático de A. niger 
3.4.1. Determinación de la concentración de proteínas 
La concentración de proteínas en EEAN se determinó mediante el 
método de Lowry (Lowry y col., 1951), usando caseinato de sodio (Sigma-
Aldrich) como testigo. Distintas concentraciones de caseinato de sodio y de 
EEAN fueron incubadas con CuSO4 (Cicarelli Laboratorios) en medio alcalino 
(Na2CO3 2 % P/V y NaOH 0,1 M; Cicarelli Laboratorios) durante 10 min a 
temperatura ambiente. Durante este tiempo, el Cu2+ reacciona con los enlaces 
peptídicos formando un compuesto de coordinación que despliega la estructura 
tridimensional de la proteína exponiendo los residuos fenólicos de tirosina al 
solvente (Figura 2.3.2).  
 
Figura 2.3.2: Reacciones químicas que producen el cambio de color medido en el 
protocolo de Lowry. 
 Luego se agregó el reactivo de molibdeno/tungsteno de Folin-Ciocalteau 
(Merck) al medio de reacción y se incubaron las muestras en oscuridad durante 
30 min. El reactivo de Folin-Ciocalteau es reducido por los grupos fenólicos de 
los residuos de tirosina cambiando el color de la solución de amarillo a azul, por 
lo que se determinó su Abs750nm en un espectrofotómetro V 550 (Jasco Inc.) de 
doble haz. En todos los casos se utilizó una cubeta de plástico de 1 cm de 
camino óptico y las determinaciones se realizaron por triplicado. 
3.4.2. Determinación de la actividad coagulante de la leche 
La actividad coagulasa (AC) del EEAN se determinó por el método de 
Berridge, con algunas modificaciones (Berridge, 1952). Se incubaron tubos de 
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vidrio conteniendo 2 mL de leche en un baño termostático a 37 °C durante 15 
min. Se adicionaron distintas alícuotas (50; 100; 150 y 200 µL) de EEAN 
(VEEAN) a cada tubo y se los invirtió cada 2 min para luego devolverlos al baño 
termostático. Se definió como tiempo de coagulación al tiempo en que se 
observa un delgado film que se adhiere sobre las paredes del tubo. Se 
construyeron gráficas de tiempo de coagulación vs. 1/ VEEAN, como la que se 


































Figura 2.3.3: Ajuste lineal utilizado en la determinación de actividad coagulasa. 
Se realizó el ajuste lineal de las gráficas obtenidas, considerando: 
tiempo de coagulación = m ∗
1
VEEAN
+ h   (2.1) 
Donde m corresponde a la pendiente y h a la ordenada al origen de la 
recta obtenida por el ajuste lineal. Utilizando estos dos parámetros, se definió 
una unidad de AC (1 UC) como el volumen (mL) de EEAN que se necesita para 
coagular 10 mL de leche en 10 min a 37 °C (Hashem, 2000). Las 
determinaciones se llevaron a cabo por triplicado. 
3.4.3. Determinación de la actividad proteasa 
La actividad proteasa (AP) de EEAN se determinó a partir del método de 
Anson (1938), con algunas modificaciones propuestas por Cupp-Enyard (2008). 
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El sustrato utilizado fue caseinato de sodio 0,65 % P/V preparado en buffer 
fosfato (K2HPO4, Cicarelli Laboratorios) 50 mM pH 7. Se colocaron 600 µL de 
sustrato y 25 µL de EEAN en tubos plásticos de 1,5 mL que fueron incubados a 
37 °C en un baño termostático. Pasados 15 min, se cortó la reacción por el 
agregado de ácido tricloroacético (TCA, Cicarelli Laboratorios) 5 % P/V y los 
tubos fueron centrifugados a 10000 g durante 15 min. El sobrenadante se 
incubó con reactivo de Folin-Ciocalteau y con Na2CO3 0,55 M durante 30 min a 
37 °C para finalmente medir su Abs660nm. En este caso, el cambio de color del 
reactivo se debe a la reducción del mismo por las tirosinas libres del medio, 
generadas por la hidrólisis del caseinato. Se definió una unidad de AP (1 UP) 
como el volumen (mL) de EEAN que causó un aumento unitario en la Abs660nm. 
Las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado. 
3.4.4. Análisis de proteínas por electroforesis  
La electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida en la que se 
utiliza dodecilsulfato de sodio (SDS) como agente desnaturalizante es 
conocida, por sus siglas en inglés, como SDS-PAGE. El gel de concentración 
se preparó con acrilamida/bisacrilamida 10 % T en buffer Tris-HCl 0,1 M pH 6,8 
(Sigma-Aldrich) mientras que el gel de separación se preparó con una 
concentración de acrilamida/bisacrilamida de 16 % T en buffer Tris-HCl 0,4 M 
pH 8,8. Se adicionó SDS 0,1 % P/V (Sigma-Aldrich) en las preparaciones para 
ambos geles. Para catalizar la polimerización de la acrilamida se utilizó 
persulfato de amonio 0,05 % P/V y tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma-
Aldrich), 0,1 % V/V y 0,5 % V/V para el gel de concentración y de separación, 
respectivamente. Los geles (con un tamaño de 7 x 8 cm) se prepararon en una 
unidad vertical Mini-Protean 3 (Bio-Rad).  
Las proteínas en EEAN fueron precipitadas por TCA 10 % P/V (Sagar y 
Pandit, 1983) y el precipitado se resuspendió en el buffer de siembra para 
electroforesis. La composición del buffer de siembra fue Tris-HCl 65 mM pH 
6,80; glicerol 26 % V/V (Cicarelli Laboratorios); SDS 2 % P/V; azul de 
bromofenol 0,04 % P/V y β-mercaptoetanol 5 % V/V (Sigma-Aldrich). El buffer 
de corrida contenía: SDS 0,1 % P/V y glicina 0,19 M en Tris 25 mM pH 8,3 
(Laemmli, 1970). La corrida electroforética se llevó a cabo a temperatura 
ambiente, utilizando 25 mA de intensidad para el gel de concentración y 40 mA 
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para el gel de separación. Para teñir los geles se utilizó Coomassie Brilliant 
Blue G250 (Sigma-Aldrich) (Blakesley y Boezi, 1977) y su posterior 
decoloración se logró por sucesivos enjuagues con agua destilada. Los geles 
se escanearon y se interpretaron utilizando el programa GelPro Analyser 4.0 
(Media Cybernetics). Se obtuvo el perfil electroforético a partir de la imagen del 
gel, las bandas con menor movilidad electroforética (Me) son las cercanas al 
límite del gel de concentración, mientras que las bandas con mayor Me son las 
cercanas al frente de corrida. 
3.5. Caracterización de los geles lácteos inducidos por el extracto 
enzimático de A. niger 
3.5.1. Preparación de leche reconstituida y formación de 
geles lácteos 
La suspensión de leche se preparó por disolución de leche descremada 
en polvo (Milkaut) 10 % P/V en CaCl2 5 mM, resultando un pH final de 6,7 ± 
0,1. Se adicionó 0,01 % P/V de azida sódica (Cicarelli Laboratorios) como 
preservante microbiano. En todos los casos, la suspensión se preparó 24 h 
antes de realizar los experimentos, para alcanzar la estabilización de la 
estructura de las MC y se la conservó en heladera a 4 °C. 
Los geles se formaron a partir de esta suspensión de leche, que se 
fraccionó en tubos para ser incubados en baño termostático a 37 °C durante 15 
min. Una vez equilibrada la temperatura, se adicionó EEAN y se procedió a la 
homogenización del sistema para finalmente trasvasarlo al recipiente final que 
contendrá al gel. Se separó 1 mL de sistema para controlar la gelificación por 
inversión, mientras que los recipientes fueron mantenidos sin perturbaciones en 
el baño termostático hasta la formación del gel. Se ensayaron 10 
concentraciones de EEAN diferentes (1 - 10 % V/V) y se realizaron triplicados 
de cada condición para todos los experimentos. 
3.5.2. Análisis de color 
Los geles se formaron a partir de 20 mL de suspensión de leche en 
recipientes plásticos cilíndricos de 3 cm de diámetro y 3 cm de altura. Se utilizó 
una cámara fotográfica digital (EOS-Rebel T3, Canon) para tomar imágenes de 
los geles lácteos en una caja de madera blanca con iluminación uniforme 
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(Soazo y col., 2015). Se colocó una cartulina negra debajo de cada gel, para 
aumentar el contraste y las imágenes fueron almacenadas en formato TIFF 
(Figura 2.3.4 a). Se ajustaron los parámetros de la cámara digital en modo 
manual con una apertura del lente de 8, tiempo de exposición 1/200, zoom de 
35 mm, sin flash, sensibilidad ISO 400 y máxima resolución (3648 X 2736 
pixeles). En las mismas condiciones, se tomaron imágenes de una carta de 
calibración de color IT8 (Wolf Faust), como la que se muestra en la Figura 2.3.4 
b).  
 
Figura 2.3.4: a) Imagen de un gel lácteo inducido por EEAN obtenida sobre fondo 
negro. b) Imagen de la carta de calibración de color IT8 obtenida en las mismas 
condiciones que las muestras. 
Durante el procesamiento de las imágenes, esta carta de calibración se 
utilizó para obtener un perfil de color que fue aplicado a las imágenes de los 
geles con el programa Photoshop (Adobe Systems Inc.) (Yam y Papadakis, 
2004). Para cuantificar el color se seleccionó el modelo internacional CIELAB, 
basado en los valores de L* (luminosidad), a* (componente cromático que va 
del verde al rojo) y b* (componente cromático que va del azul al amarillo). Estos 
parámetros fueron obtenidos a partir del histograma de color de cada imagen y 
con los mismos se calculó el índice de pardeamiento (IP) (Palou y col., 1999). 
IP =  
401,2 a∗ + 540,7 b∗
5,6 L∗ + a∗ − 3 b∗
   (2.2) 
3.5.3. Análisis de textura mecánica 
Se llevaron a cabo ensayos de penetración utilizando una máquina 
universal de ensayo (Multitest 2.5-d, Mecmesin) acoplada a un dinamómetro 
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digital con celda de carga de 25 N (Figura 2.3.5). Los geles lácteos fueron 
penetrados por una sonda de geometría cilíndrica de 2 cm de diámetro a una 
velocidad de desplazamiento constante de 1 mm/s y hasta una profundidad de 
10 mm.  
 
Figura 2.3.5: Penetración de geles lácteos con máquina universal de ensayo. 
A partir de los perfiles de penetración obtenidos (gráficas de fuerza vs. 
distancia penetrada), se calcularon dos parámetros de textura mecánica: la 
fuerza requerida para fracturar los geles lácteos (FF) y la firmeza de los 
mismos (FI). Se definió FF como la fuerza máxima ejercida sobre el gel previo 
a un cambio drástico en su perfil de penetración y FI como la derivada inicial de 
la fuerza respecto de la distancia penetrada (Pang y col., 2015). 
3.5.4. Determinación de propiedades reológicas  
La reología se dedica al estudio de la deformación y el fluir de la materia. 
Ante la aplicación de un esfuerzo, los materiales se deforman y pueden 
presentar comportamiento viscoso (fluidos), elástico (sólidos) ó viscoelástico. 
Los geles lácteos son materiales viscoelásticos, por lo que presentan 
comportamiento dual (Rao, 2010). Se llevaron a cabo experimentos de 
oscilación dinámica de corta amplitud con un reómetro, modelo AR-G2 (TA 
Instruments), utilizando una geometría de aluminio de plato paralelo (de 60 mm 
de diámetro). Pasaron 3 min entre la adición de EEAN al sistema y el comienzo 
de la oscilación, una vez introducida la muestra en el reómetro. Se aplicó un 
esfuerzo oscilatorio de 0,1 % a una frecuencia constante de 1 Hz. Para 
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caracterizar las propiedades reológicas de los geles se registraron tanto el 
módulo viscoso (G’’) como el elástico (G’) durante 90 min a 32 °C.  
Para el análisis de los resultados, se decidió informar el valor de G’ a los 
90 min (G’máx) y el tiempo de gelificación (tgel), considerado el tiempo necesario 
para obtener un G’ ≥ 1 Pa (Jaros y col., 2008; Ibáñez y col., 2015).  
3.6. Caracterización del líquido expelido por los geles lácteos 
3.6.1. Determinación de la masa de líquido expelido 
Se formaron geles lácteos a partir de 10 mL de suspensión de leche en 
tubos plásticos de 15 mL. En una balanza analítica se determinó la masa de los 
tubos conteniendo los geles (Ma). Luego, los tubos fueron centrifugados a 200 
g durante 10 min, se separó el líquido expelido en cada tubo y se registró 
nuevamente su masa (Mb). La masa de líquido expelido se calculó como Ma - 
Mb (Pang y col., 2015). 
3.6.2. Determinación de la actividad antioxidante 
La actividad antioxidante se determinó utilizando el ensayo de 
decoloración del radical ABTS (Re y col., 1999). Se preparó una solución 
madre de ABTS 7 mM (Sigma-Aldrich) en agua destilada. Para formar la 
solución de radical ABTS (ABTS˙+) se mezcló la solución madre con persulfato 
de potasio (K2S2O8, Cicarelli Laboratorios) 2,45 mM y se dejó reposar en 
oscuridad a temperatura ambiente por 12 a 16 h antes de usar. El espectro de 
absorción de la solución ABTS˙+ presenta un máximo a 730 nm y la 
absorbancia a esta longitud de onda disminuye si el radical se reduce a ABTS. 
Para el ensayo, la solución de ABTS˙+ fue diluida en buffer fosfato 5 mM 
pH 7 hasta alcanzar Abs730nm = 0,70 ± 0,02. A 1 mL de solución ABTS˙
+ diluida 
se le adicionaron 10 µL de líquido expelido por los geles y luego de 
exactamente 6 min se midió Abs730nm. Si la muestra posee alguna sustancia 
antioxidante, el ABTS˙+ se reduce a ABTS, por lo que la Abs730nm disminuye. El 
blanco se llevó a cabo con 10 µL de agua destilada y los resultados se 
expresaron como ΔAbs730nm = Abs730nm (blanco) - Abs730nm (muestra). Las 
determinaciones se llevaron a cabo por triplicado. 
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3.7. Análisis de proteínas en geles lácteos y su líquido expelido 
Se analizaron muestras de geles lácteos inducidos por diferentes 
concentraciones de EEAN (1 – 5 % V/V) y el líquido expelido por los mismos 
utilizando SDS-PAGE. Se respetó el protocolo explicado en la sección 3.4.4., 
modificándose solamente la concentración total de monómeros de acrilamida 
para cada gel (% T). El gel de concentración se preparó 7 % T, mientras que el 
gel de separación fue de 13 % T.  
Los geles lácteos se formaron a partir de 0,5 mL de suspensión de leche 
y luego del agregado de EEAN fueron incubados por 30 min en baño 
termostático a 37 °C. Los tubos plásticos conteniendo este sistema fueron 
centrifugados, a 200 g durante 15 min para separar el líquido expelido. Se 
adicionaron 500 µL de buffer de siembra al precipitado obtenido en esta 
centrifugación y se sembraron 5 µL en el SDS-PAGE (Pesic y col., 2012).  
Las proteínas del líquido expelido fueron precipitadas con TCA 20 % P/V 
y luego de la centrifugación (10000 g durante 15 min), se resuspendió el 
precipitado con 100 µL de buffer de siembra. Se sembraron 20 µL de esta 
muestra en el SDS-PAGE. Como control, se sembraron 5 µL de una dilución 
1/20 de una suspensión de leche (EEAN 0 % V/V). 
3.8. Elaboración de queso Cheddar 
Se elaboraron quesos del tipo Cheddar, según el protocolo publicado en 
la bibliografía (Fox y col., 2000), en la planta piloto de la Universidad de Cork, 
Irlanda. La leche de vaca (3,5 % de grasa; 3,35% de proteína) se pasteurizó 
por incubación a 63 °C durante 30 min. Se ensayó el efecto de la utilización de 
dos coagulantes diferentes en la elaboración y maduración de queso Cheddar. 
Los quesos control (QQ) se elaboraron usando quimosina (CHY-MAX Plus, 
~200 IMCU/mL, CHR Hansen) mientras que los quesos tratados (QA) se 
elaboraron usando EEAN. Luego de la pasteurización, se fraccionó la leche: 10 
L por recipiente y se suplementó con CaCl2 0,09% P/V. Los recipientes se 
incubaron en baño termostático a 32 °C, como se muestra en la Figura 2.3.6.  
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Figura 2.3.6: Recipientes conteniendo 10 L de leche, sumergidos en baño termostático 
a 32 °C. 
Se adicionó un cultivo iniciador (Lactococcus lactis R-604Y, CRH 
Hansen,) en concentración final 0,03 % P/V y se homogeneizó por agitación 
manual. Luego de 30 min, se adicionaron los respectivos coagulantes a cada 
recipiente: la quimosina se adicionó en una concentración final de 0,03 % V/V, 
mientras que EEAN fue disuelto en una fracción de leche para lograr una 
concentración final de 3,5 % V/V. Una vez que la leche coagulada adquirió 
suficiente firmeza (Figura 2.3.7 a), se procedió al corte con liras horizontales y 
verticales (Figura 2.3.7 b). A partir de este momento, el pH del sistema fue 
registrado utilizando un medidor de pH digital portátil. Se elevó la temperatura 
de los baños de 32 °C a 39 °C hasta alcanzar un pH de 6,2. El pH original de la 
leche es ligeramente ácido, con un valor promedio 6,7 (Fox y col., 2000).   
Se separó el suero de los recipientes (Figura 2.3.7 c) y la cuajada se 
cortó en bloques que se apilaron y cocinaron (invirtiéndolos cada 15 min) hasta 
alcanzar un pH de 5,4 (Figura 2.3.7 d). Los bloques de cuajada se cortaron en 
trozos y fueron salados por incubación durante 30 min con NaCl 2,5 % P/P 
(Figura 2.3.7 e). Finalmente los trozos de cuajada salados se colocaron dentro 
de moldes de desuerado (Figura 2.3.7 f y g) y fueron comprimidos durante 14 
h. Pasado ese tiempo, los quesos se envasaron al vacío y se incubaron en una 
cámara de maduración (8 °C) durante 4 meses. La elaboración de los quesos 
se realizó por triplicado. 
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Figura 2.3.7: Imágenes obtenidas durante el protocolo de elaboración de queso 
Cheddar. 
3.9. Análisis de composición química 
Pasados 10 días desde la elaboración de los quesos, se determinó su 
composición química. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado para 
cada queso. Además, se determinó el rendimiento quesero en cada caso en 
función de la cantidad de leche procesada y del peso de los quesos obtenidos, 
utilizando la siguiente fórmula (Melilli y col., 2002): 
Rendimiento quesero (%) =
Masa del queso obtenido (Kg)
Masa de leche utilizada (Kg)
∗ 100   (2.3) 
3.9.1. Determinación de NaCl 
Para determinar el contenido de NaCl de los quesos se utilizó la 
metodología propuesta por Fox (1963) que valora el Cl- por titulación 
potenciométrica con AgNO3. Se incubaron 2 g de queso rallado en 100 mL de 
HNO3 (Sigma-Aldrich) 0,1 % V/V a 60 °C durante 15 min. Las muestras se 
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enfriaron a temperatura ambiente y fueron tituladas con AgNO3 0,1 N (Sigma-
Aldrich) usando un electrodo de plata como indicador.        
3.9.2. Determinación de humedad  
El porcentaje de humedad de los quesos se determinó utilizando el 
método estándar de secado en estufa (Standard, 2004). Primero, los 
recipientes conteniendo arena (Sigma-Aldrich) se secaron en estufa a 103 °C 
por aproximadamente 2 h. Luego, los mismos fueron conservados en un 
desecador hasta alcanzar temperatura ambiente y se registró su masa exacta 
(M1). Se colocaron aproximadamente 2 g (exactamente pesados) de queso 
rallado (M2) en los recipientes y después de homogeneizar las muestras con la 
arena, se llevó a cabo el secado en la estufa durante una noche o hasta 
pesada constante (M3). El porcentaje de humedad de las muestras se calculó 




∗ 100   (2.4) 
3.9.3. Determinación del contenido de grasa 
La determinación del contenido de grasa de los quesos se llevó a cabo 
por el método de Gerber (Standard, 1955).  
Se envolvieron en papel absorbente muestras de 3 g de queso rallado, 
exactamente pesadas, como se muestra en la Figura 2.3.8 a). Dentro de 
butirómetros especiales para queso se colocaron 10 mL de H2SO4 (Thermo 
Fisher Scientific), 3 mL de H2O destilada a 60 °C y las muestras envueltas 
(Figura 2.3.8 b). Luego se adicionaron otros 5 mL de agua destilada a 60 °C y 1 
mL de pentanol para finalmente colocar la tapa. 
Los butirómetros se calentaron en baño termostático a 80 °C y se 
agitaron vigorosamente cada 15 min hasta lograr la completa disolución de la 
muestra. Finalmente se centrifugaron los butirómetros invertidos a 400 g 
durante 5 min (centrífuga Funke-Gerber). El contenido de grasa de cada 




Figura 2.3.8: Método de Gerber. a) Muestras de queso envueltas en papel absorbente. 
b) Butirómetro lleno con ácido sulfúrico, agua y la muestra. c) Lectura del contenido de 
grasa una vez terminado el experimento. 
3.9.4. Determinación del contenido de proteínas 
La concentración de proteínas se determinó utilizando el método de 
Kjeldahl (1883). Para los quesos se utilizó 1 g de muestra y para los sueros, 2 g 
de muestra. Se adicionaron a cada muestra 20 mL de H2SO4 bajo en nitrógeno 
(Thermo Fisher Scientific) y dos píldoras de catalizadores (conteniendo cada 
una 3,47 g de K2SO4 y 0,003 g de Se; Thompson & Capper). La metodología 
constó de 3 pasos: 
a) La digestión del material orgánico por incubación a 400 °C (ebullición 
del H2SO4) por más de 5 h. 
          
b) La alcalinización del NH4
+ acompañado de la destilación del NH3 y su 
recolección en ácido bórico para formar el anión borato 
 
 










































c) La titulación del borato con ácido clorhídrico de concentración 
exactamente conocida para valorar el nitrógeno contenido en la 
muestra 
 
A pesar de que el nitrógeno de la muestra también proviene de 
componentes no proteicos, el resultado del análisis es una buena aproximación 
del contenido de proteína del alimento. A partir del volumen de HCl (Vol HCl) 
gastado en la titulación del anión borato y de su concentración, se calculó el 
porcentaje de nitrógeno total (NT) en la muestra según la siguiente fórmula: 
 
[NT] (%) =  
Vol HCl(mL) ∗ [HCl](N) ∗ 0,014
Masa de la muestra (g)
∗ 100   (2.5) 
 
Luego, el porcentaje de proteína se calculó teniendo en cuenta el factor 
de conversión para productos lácteos: 
[Proteína](%) = [NT](%) ∗ 6,38   (2.6) 
3.10. Maduración de queso Cheddar 
El análisis de la maduración de los quesos se llevó a cabo mediante 
distintas metodologías que se realizaron una vez al mes durante los 4 meses 
de maduración. 
3.10.1. Determinación de pH 
Se pesaron 2 g de queso rallado y se colocaron en una bolsa con el 
doble de masa de agua destilada. Se homogeneizó el sistema utilizando un 
Stomacher (Biomaster) durante 5 min a temperatura ambiente y se midió el pH. 
Esta determinación se realizó por triplicado. 
3.10.2. Análisis microbiológico 
Se llevó a cabo el recuento de bacterias ácido-lácticas (BAL) iniciadoras 
y no iniciadoras utilizando diferentes medios y condiciones de cultivo. Las BAL 
iniciadoras se incubaron aeróbicamente en agar LM 17 (Merck Millipore) a 30 
°C durante 3 días (Terzaghi y Sandine, 1975); mientras que, los 
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a 30 °C durante 5 días, en jarras de anaerobiosis (Rogosa y col., 1951). Las 
muestras fueron tomadas del interior de cada queso en flujo laminar y con 
material flameado en mechero. Se removió una delgada capa de la superficie 
del queso con un cuchillo y la muestra fue obtenida utilizando un sacabocado, 
como se muestra en la Figura 2.3.9.     
 
Figura 2.3.9: Metodología utilizada para tomar muestras de los quesos en condiciones 
de esterilidad. 
Se recogió la muestra en una bolsa estéril, se registró su masa y se 
adicionaron 9 mL de buffer citrato de sodio (Sigma-Aldrich) por cada gramo de 
muestra. El sistema fue homogeneizado en Stomacher durante 5 min y a partir 
de la suspensión resultante (dilución 10-1) se hicieron diluciones seriadas hasta 
10-7. Se colocó 1 mL de las cuatro primeras diluciones (más concentradas) en 
diferentes placas de Petri que fueron cubiertas con agar Rogosa. Se procedió 
de la misma manera con las últimas tres diluciones (menos concentradas) y las 
placas se cubrieron con agar LM 17. Se llevaron a cabo duplicados de todas 
las placas. Transcurrido el tiempo de incubación para cada microorganismo, se 
seleccionaron aquellas placas que a simple vista tenían entre 25 y 250 
colonias. Se contaron las colonias en cada placa y se calcularon las unidades 
formadoras de colonia (UFC) por gramo de queso. 
3.10.3. Obtención de perfiles de textura mecánica 
Se obtuvieron perfiles de textura mecánica de los quesos usando un 
texturómetro (TA-XT2i, Stable Micro Systems). Las muestras, cilindros de 20 
mm de diámetro y 20 mm de altura de cada queso, se tomaron 30 min antes de 
llevar a cabo el análisis, como se muestra en la Figura 2.3.10. 
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Figura 2.3.10: Metodología para tomar muestras a analizar con el texturómetro. 
Los cilindros fueron sometidos a una compresión del 75 % de su altura 
original, en dos ciclos, a una velocidad de 1 mm/s. Este ensayo se realizó por 
cuadruplicado. En la Figura 2.3.11 se muestran ejemplos de los perfiles de 
textura obtenidos para cada queso. Se obtuvieron perfiles con la misma forma 
en todos los casos para cada tipo de queso. A partir de los perfiles de textura 



















   
Figura 2.3.11: Perfiles de textura mecánica para a) QQ y b) QA, pasados 30 días de su  
elaboración.  
La dureza del material equivale a la fuerza máxima ejercida durante la 1° 
compresión (Figura 2.3.11 a). La elasticidad uniaxial hace referencia a la altura 
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que el alimento recupera en el tiempo entre la 1° y la 2° compresión, se calcula 
como la relación entre el tiempo que dura la 2° compresión y el tiempo que 
dura la 1° compresión (Figura 2.3.11 a). La cohesividad refleja cuán bien el 
producto soporta una segunda deformación relativa a la resistencia ofrecida 
durante la 1° compresión y se calcula como la relación entre el área 2 y el área 
1 (Figura 2.4.8 b) (Fiszman y col., 1998; Tunick, 2000). 
3.10.4. Análisis de la proteólisis 
Se llevó a cabo la extracción de proteínas de los quesos a pH 4,6. Se 
pesaron 20 g de queso rallado y se colocaron en una bolsa con el doble de 
masa de agua destilada. El sistema fue homogeneizado en Stomacher durante 
10 min; la suspensión de queso resultante se colocó en recipientes para 
centrífuga y se ajustó su pH con HCl 1 N a 4,6. Luego, las muestras se 
incubaron en baño termostático a 40 °C durante 1 h y se centrifugaron durante 
30 min a 3000 g a 4 °C en una centrífuga refrigerada (Sorvall, Thermo Fisher 
Scientific Inc.). Se removió la grasa de las muestras utilizando una espátula, se 
reservó el precipitado (fracción insoluble) mientras que el sobrenadante 
(fracción soluble) se filtró a través de papel de filtro N° 113 (Whatman) 
(McSweeney y Fox, 1997). Se liofilizaron las fracciones solubles e insolubles 
para su posterior análisis. La fracción insoluble contiene a las CN y a los 
polipéptidos derivados de su proteólisis primaria mientras que la fracción 
soluble contiene aminoácidos y péptidos producidos durante la proteólisis 
secundaria. 
3.10.4.1. Fracción insoluble 
Se analizó la fracción insoluble de proteínas a pH 4,6 en cada tipo de 
queso y a distintos tiempos de maduración mediante urea-PAGE. La 
concentración de acrilamida en el gel de concentración fue de 4,2 % T, 
mientras que en el gel de separación fue de 12,5 % T. En este caso, el agente 
desnaturalizante utilizado fue urea 8 M, tanto en los geles como en el buffer de 
siembra (Andrews, 1983). Los liofilizados se disolvieron en buffer de siembra 
(10 mg/mL) mediante incubación a 50 °C durante 15 min. Se utilizó caseinato 
de sodio 10 mg/mL como marcador de peso molecular (MPM). Los geles (con 
un tamaño de 16 x 16 cm) se prepararon en una unidad vertical Protean 2 xi 
(Bio-Rad). Se sembraron 3,5 µL del MPM y 8 µL de las fracciones insolubles 
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obtenidas a distintos tiempos de maduración. La corrida electroforética se llevó 
a cabo a 280 V para el gel de concentración y a 300 V para el gel de 
separación. Los geles se tiñeron con Coomassie Brilliant Blue G250 (Sigma-
Aldrich) y se destiñeron por sucesivos enjuagues con agua destilada, como se 
explicó en la sección 3.4.4. 
3.10.4.2. Fracción soluble 
La concentración de nitrógeno en la fracción soluble ([NS]) se determinó 
por el método de Kjeldahl a los 2 y a los 4 meses de maduración. Se utilizaron 
5 g de fracción soluble para el ensayo. Las determinaciones se llevaron a cabo 
por triplicado y se procedió como se explicó en la sección 3.9.4. Los resultados 
se expresaron con respecto a la concentración de nitrógeno total ([NS]/[NT]). 
La concentración de aminas libres ([AL]) se determinó por el método del 
ácido 2,4,6-trinitrobenceno sulfónico (TNBS) (Fields, 1971). El TNBS reacciona 
con aminas libres generando un compuesto que permanece unido al 
aminoácido, péptido o proteína y presenta máxima absorción de la luz a 420 
nm. La reacción se lleva a cabo a pH alcalino y se corta por acidificación del 
medio. Se incubó una alícuota de fracción soluble con reactivo TNBS (Sigma-
Aldrich) 2 % V/V en Na2B4O7 0,1 M pH 9,5 (Sigma-Aldrich) a 37 °C durante 1 h. 
La reacción se cortó por el agregado de NaH2PO4 0,1 M (Sigma-Aldrich) 
conteniendo Na2SO3 1,5 mM (Sigma-Aldrich) y se midió Abs a 420 nm. Las 
determinaciones se llevaron a cabo por triplicado y se utilizó L-leucina-p-
nitroanilina (Sigma-Aldrich) para realizar la curva de calibración. Utilizando los 
parámetros de la curva de calibración, se calculó la [AL] para cada queso a los 
2 y a los 4 meses de maduración.  
Se obtuvieron los perfiles de péptidos de las fracciones solubles 
mediante cromatografía líquida de ultra eficiencia en fase reversa (RP-UPLC). 
Se utilizaron dos solventes para la fase móvil: A, ácido trifluoroacético (TFA, 
Sigma-Aldrich) 0,1 % V/V en agua ultra pura (Milli-Q system, Waters 
Corporation) y B, TFA 0,1 % V/V en acetonitrilo (Merck Millipore). Las 
fracciones solubles liofilizadas fueron disueltas en el solvente A (10 mg/mL) y, 
antes de ser introducidas en el cromatógrafo, se filtraron a través de un filtro de 
membrana de acetato celulosa (Sartorius GmbH), tamaño de poro 0,45 µm. El 
equipo utilizado fue un Acquity UPLC (clase H) (Waters Corporation). La 
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elución fue registrada espectrofotométricamente a 214 nm. Se utilizó una 
columna C18 Acquity UPLC BEH (2,1 mm de diámetro y 100 mm de longitud). 
3.11. Análisis del color final de los quesos  
Se utilizó un colorímetro digital (Konika-Minolta Optics Inc), como el que 
se muestra en la Figura 2.3.12, para determinar el color de los quesos pasados 
120 días de su maduración. Se seleccionó el modelo internacional de color 
CIELAB y se determinaron los parámetros L*, a* y b* en cada caso. Las 
determinaciones fueron realizadas a partir de 3 porciones de cada queso y a 
temperatura ambiente. 
 
Figura 2.3.12: Determinación de los parámetros que definen el color de una muestra 
de queso utilizando un colorímetro digital.  
3.12. Procesamiento de los datos obtenidos 
El análisis gráfico y estadístico de los resultados se llevó a cabo con el 
programa Sigma Plot (versión 12.0). Para estudiar las diferencias entre 
parámetros obtenidos con diez concentraciones de EEAN diferentes se utilizó 
el análisis de la variancia (ANOVA) a un solo factor y el test de Tukey. 
Por otro lado, para estudiar las diferencias entre parámetros obtenidos a 
partir de muestras independientes se utilizó la prueba t de Student, cuando los 
datos presentaron distribución normal de los residuos e igual variancia. En caso 
contrario, se utilizó el test de Mann-Whitney. Si los parámetros estudiados 
correspondían a muestras dependientes, se utilizó la prueba t de Student 
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apareada, cuando los residuos presentaron distribución normal. En caso 
contrario se utilizó la prueba de rango de Wilcoxon. 
Para estudiar las diferencias entre los parámetros determinados a partir 
de los quesos y además conocer la variación de estas diferencias durante su 
maduración se aplicó ANOVA bifactorial y test de Tukey.  
En todos los casos las diferencias fueron consideradas estadísticamente 
significativas a valores de p < 0,05. 
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4. Resultados y discusión 
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4.1. Caracterización del extracto enzimático de A. niger 
4.1.1. Determinación de concentración de proteínas y 
actividades 
En las fermentaciones realizadas se obtuvieron extractos enzimáticos a 
partir del micelio de A. niger (EEAN). Se determinaron actividad coagulasa (AC) 
y actividad proteasa (AP) de cada uno para seleccionar aquellos con mayor 
capacidad de coagular la leche. Se mezclaron los extractos seleccionados para 
trabajar con una única solución de partida. Se obtuvieron valores promedio de 
AC (UC/mL) = 1,1 ± 0,1 y de AP (UP/mL) = 29,3 ± 0,7. Teniendo en cuenta que 
no se realizaron procesos de purificación se espera que la relación entre 
ambas actividades (AC/AP) en EEAN sea menor a la de otros extractos 
fúngicos propuestos como agentes coagulantes de la leche (Hashem, 2000; 
Vishwanatha y col., 2010). De todas formas, es difícil realizar comparaciones 
fehacientes ya que existen diferentes metodologías para determinar la AC y su 
valor depende de cual se utilizó (Law y Tamime, 2011).  
El EEAN posee color marrón que podría afectar significativamente el 
color de los geles lácteos y por esto se llevó a cabo su decoloración mediante 
incubación con carbón activado. Sin embargo, este tratamiento causó una 
disminución de ambas actividades enzimáticas reduciéndose la relación AC/AP 
al 85 % de su valor original debido a la adsorción de enzimas en el carbón 
activado. Esto está de acuerdo con la reducción significativa de la 
concentración de proteínas en EEAN, de (17 ± 4) mg/mL a (7,6 ± 0,5) mg/mL. 
Este resultado no coincide con otro ya publicado en el que el tratamiento con 
carbón activado redujo ambas actividades enzimáticas pero la relación AC/AP 
se incrementó a más del doble (Vishwanatha y col., 2010). Las peptidasas 
inespecíficas se adsorberían preferencialmente en el carbón activado en este 
caso aunque no así en el nuestro. Por esto, se trabajó con el EEAN inicial del 
cual se ensayó, además, la variación de la AC/AP luego del proceso de 
liofilización, que permite reducir el volumen de extracto y facilita su 
conservación. El proceso de liofilización redujo la AC/AP sólo en un 9 % y, por 
esto, el EEAN liofilizado fue utilizado de aquí en adelante.  
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4.1.2. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes 
La capacidad de A. niger de producir diferentes tipos de enzimas ha sido 
estudiada en profundidad (van den Hombergh y col., 1997). Sin embargo, en 
función de las condiciones de crecimiento y sustratos utilizados, tanto la 
composición enzimática de los extractos cómo la actividad resultante pueden 
variar (Schuster y col., 2002). Como se observa en la Figura 2.4.1, el EEAN 
contiene más de una proteína que podría ser responsable de las actividades 
desarrolladas por el mismo.  
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Figura 2.4.1: Perfil electroforético obtenido por SDS-PAGE de las proteínas presentes 
en EEAN obtenido en condiciones desnaturalizantes. 
Sin embargo, no todas las bandas presentes en el perfil electroforético 
de la Figura 2.4.1 podrían estar asociadas a enzimas. Para saber esto es 
importante realizar un zimograma que es otra técnica electroforética en la que 
un sustrato es copolimerizado en el gel de poliacrilamida para la posterior 
detección de actividad enzimática por incubación en las condiciones óptimas de 
reacción (Wilkesman y Kurz, 2009). No fue posible obtener el zimograma y se 
evaluaron diferentes explicaciones. Probablemente las enzimas en EEAN se 
encuentran diluidas y su actividad no es suficiente para poder observarlas o 
bien la electroforesis afecta la estructura enzimática impidiendo su revelado por 
actividad. La purificación y concentración de las enzimas de EEAN sería un 
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paso fundamental para lograr caracterizarlas. Por otro lado, este trabajo de 
tesis se enfoca en estudiar la capacidad de EEAN de producir geles lácteos y 
en caso afirmativo, caracterizar los mismos para saber si son compatibles con 
la elaboración de queso. 
4.2. Caracterización de los geles obtenidos al coagular leche con 
diferentes concentraciones del extracto de A. niger 
4.2.1. Análisis de color 
Se obtuvieron geles a partir de la coagulación de leche utilizando 
distintas concentraciones de EEAN. En la Figura 2.4.2 se muestran los 
resultados obtenidos.  
[EEAN] (% V/V)












Figura 2.4.2: Variación del IP en función de la concentración de EEAN utilizada 
durante la coagulación de la leche. [PL] = 35 g/L; temperatura de gelificación: 37 °C. 
 El índice de pardeamiento (IP) de los geles resultó mayor al aumentar la 
concentración de EEAN utilizada como coagulante (p < 0,0001), esto se debe 
al color intrínseco del micelio de A. niger que va del marrón oscuro al negro 
(Schuster y col., 2002). Debido a que uno de los objetivos es utilizar el EEAN 
para la fabricación de queso, es importante tener en cuenta que la coloración 
marrón en este producto lácteo es considerada “no apetecible” (Divine y col., 
2012). Por esto, deberían ser utilizadas bajas concentraciones de EEAN en la 
 57 
etapa de coagulación. De todas formas, el color de los geles obtenidos con 9 y 
10 % V/V de EEAN resultó similar al de yogures elaborados con leche de soja 
(Mei y col., 2016), demostrando que podrían ser aceptados por los 
consumidores.  
4.2.2. Análisis de textura mecánica 
Un perfil de penetración típico se compone de dos etapas, una de 
resistencia y otra de fractura (Fiszman y Salvador, 1999). Durante la primera 
etapa, la sonda cilíndrica ejerce una fuerza sobre el gel y el mismo ofrece una 
fuerza de oposición, deformándose debido a cambios microestructurales 
reversibles. En la segunda etapa, en cambio, el gel se fractura perdiendo su 
integridad y se modifican sus propiedades viscoelásticas. Algunos de los 
perfiles de penetración obtenidos para los geles inducidos por distintas 
concentraciones de EEAN se muestran en la Figura 2.4.3. Los resultados se 
clasificaron en tres grupos según la concentración de EEAN utilizada: 1 % V/V, 
de 2 a 8 % V/V y de 9 a 10 % V/V. Los perfiles de penetración de los geles 
inducidos por 1 % V/V de EEAN presentaron puntos de fractura bien definidos. 
Sus valores de FF y FI resultaron significativamente mayores (p < 0,05) a los 
demás y similares a los valores obtenidos al coagular leche con quimosina, FF 
(N) = 0,17 ± 0,02 y FI (N/mm) = 0,09 ± 0,03 (Galante, 2016). La fractura en los 
perfiles de los geles inducidos por 2 a 8 % V/V de EEAN resultó menos 
definida, indicando que su textura es más débil: FFpromedio (N) = 0,054 ± 0,007 y 
FIpromedio (N/mm) = 0,04 ± 0,01. Esto es debido a la elevada actividad proteasa 
en relación a la coagulasa, característica de los coagulantes microbianos 
(Jacob y col., 2011; Yegin y Dekker, 2013). De hecho, algunos coagulantes 
microbianos son tan proteolíticos que disuelven el gel luego de formarlo 
(Vishwanatha y col., 2010). Esto último parece ocurrir al utilizar 9 o 10 % V/V 
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Figura 2.4.3: Perfiles de penetración de los geles inducidos por distintas 
concentraciones de EEAN. [PL] = 35 g/L; temperatura de gelificación: 37 °C. 
Por lo tanto, para obtener geles con textura comparable a la obtenida 
con quimosina, convendría utilizar concentraciones de EEAN menores a 2% 
V/V. 
4.2.3. Determinación de propiedades reológicas  
El tiempo de corte de la cuajada (TCC) durante la elaboración de queso 
usando quimosina es de 45 a 50 min y se considera que la elasticidad del gel 
(G’) debería alcanzar un valor de al menos 20 Pa (Costa y col., 2010; Jacob y 
col., 2011).  
En la Tabla 2.4.1 se muestran algunas propiedades reológicas obtenidas 
durante la formación de geles lácteos a partir de distintas concentraciones de 
EEAN. Estos resultados son fundamentales para decidir qué concentración de 
EEAN utilizar en la elaboración de quesos. Por esto, los experimentos se 
llevaron a cabo a la temperatura de coagulación utilizada durante tal proceso. 
No se muestran los resultados obtenidos con 1 y 2 % V/V de EEAN ya que los 
tiempos de gelificación (tgel) en estas condiciones fueron demasiado largos 
(más de 1 y 2 h, usando 2 y 1 % V/V de EEAN, respectivamente). Si se retarda 
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demasiado el TCC, se desarrollan cambios en la composición del queso, que 
finalmente afectan su textura (Johnson y col., 2001). Además, la elasticidad 
final de los geles (G’máx) resultó muy baja en comparación a los valores 
alcanzados con quimosina en las mismas condiciones (Ibáñez y col., 2015). 
Tabla 2.4.1: Propiedades reológicas de los geles obtenidos a partir de distintas 
concentraciones de EEAN. [PL] = 35 g/L; temperatura de gelificación: 32 °C. 
 
 
Al aumentar la concentración de EEAN utilizada para coagular la leche, 
se obtuvieron menores tgel. Usando 3 % V/V de EEAN se obtuvieron valores de 
tgel de entre 43 y 47 min. Sin embargo, el G’máx en esta condición resultó menor 
a 20 Pa. Cuando se utilizaron concentraciones de EEAN entre 4 y 10 % la 
gelificación se produjo más rápidamente que lo recomendable. Por otra parte, 
mayores concentraciones de EEAN pueden resultar en altos niveles de 
proteólisis inespecífica generando péptidos con sabor amargo e incluso 
afectando el rendimiento quesero (Vishwanatha y col., 2010; Jacob y col., 
2011). Estos resultados sugieren la utilización de una concentración de EEAN 
entre 3 y 4 % V/V durante la elaboración de quesos. Las propiedades 
reológicas usando 3,5 % V/V de EEAN fueron las siguientes: tg (min) = 43 ± 2; 
G’máx (Pa) = 20,3 ± 0,9, resultando apropiadas según lo mencionado 
anteriormente. 
[EEAN] (% V/V) tgel (min) G'máx (Pa) 
3 45 ± 2 17 ± 3 
4 32,6 ± 0,4 38 ± 1 
5 29 ± 3 27 ± 5 
6 23,4 ± 0,2 34,7 ± 0,5 
7 21 ± 3 35 ± 3 
8 17,7 ± 0,2 38 ± 5 
9 15,1 ± 0,5 40 ± 1 
10 15,0 ± 0,2 35,8 ± 0,8 
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4.3. Caracterización del líquido expelido por los geles lácteos 
inducidos por diferentes concentraciones del extracto de A. 
niger 
En la Figura 2.4.4 se muestran la cantidad de líquido expelido y su 
concentración de proteínas, obtenido al centrifugar los geles inducidos por 
distintas concentraciones de EEAN.  
[EEAN] (% V/V)
















































Figura 2.4.4: Cantidad de líquido expelido y su concentración de proteínas en función 
de la concentración de EEAN utilizada durante la coagulación de leche. [PL] = 35 g/L; 
temperatura de gelificación: 37 °C. 
La concentración de proteínas en el líquido expelido se determinó por el 
método de Lowry por lo que puede considerarse que también se están 
cuantificando péptidos y aminoácidos. No se observaron diferencias 
significativas en dicha concentración en los líquidos expelidos por los geles 
coagulados con 1 a 8 % V/V de EEAN, mientras que cuando se utilizó 9 o 10 % 
de EEAN la concentración resultó mayor. Por otro lado, la cantidad de líquido 
expelido fue significativamente mayor (p < 0,05) en geles inducidos por 
concentraciones de EEAN mayores a 5 % V/V. Los productos de la proteólisis 
desarrollada en estas condiciones incrementarían la concentración de 
partículas solubles en el sistema por lo que se favorecería la liberación de 
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mayor cantidad de líquido por el efecto osmótico. La sinéresis controla tanto la 
humedad final del queso como el rendimiento quesero y de acuerdo a los 
resultados de las secciones anteriores, sería conveniente utilizar 
concentraciones de EEAN menores a 5 % V/V para elaborar quesos. 
En la Figura 2.4.5 se muestra la actividad antioxidante del líquido 
expelido en función de la concentración de EEAN utilizada como coagulante.  
[EEAN] (% V/V)

















Figura 2.4.5: Actividad antioxidante del líquido expelido por los geles lácteos obtenidos 
con distintas concentraciones del EEAN. [PL] = 35 g/L; temperatura de gelificación: 37 
°C. 
La actividad antioxidante del líquido expelido (ΔAbs730nm) resultó mayor 
cuanto mayor fue la concentración de EEAN empleada como coagulante. La 
leche de vaca contiene muchos compuestos antioxidantes, incluso sus 
proteínas e hidrolizados han demostrado poseer actividad antioxidante (Bayram 
y col., 2008; Zulueta y col., 2009). Los responsables de tal actividad son los 
aminoácidos hidrofóbicos, tales como prolina, histidina, tirosina y triptófano 
(Pihlanto, 2006). Por esto, se presume que la actividad antioxidante en este 
caso parece ser inherente a la secuencia de aminoácidos de los péptidos 
generados por digestión de las proteínas lácteas llevada a cabo por las 
proteasas de EEAN y no a la concentración de proteínas, péptidos o 
aminoácidos en el suero.  
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4.4. Análisis de proteínas en geles lácteos y su líquido expelido 
Según los resultados de las secciones anteriores, no deberían utilizarse 
concentraciones de EEAN mayores a 5 % V/V durante la elaboración de 
quesos. Se analizó la digestión de las proteínas en estas condiciones, tanto en 
los geles lácteos como en el líquido expelido por los mismos mediante SDS-
PAGE utilizando concentraciones de EEAN menores e iguales a 5 % V/V. Los 
resultados para las proteínas presentes en los geles lácteos se muestran en la 
Figura 2.4.6 a) y b), mientras que el perfil electroforético de las proteínas del 
líquido expelido se muestra en la Figura 2.4.6 c).   
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Figura 2.4.6: Proteínas presentes en los geles lácteos inducidos por 0 a 5 % V/V de 
EEAN a) SDS-PAGE y b) perfil electroforético. c) Proteínas presentes en el líquido 
expelido por tales geles. [PL] = 35 g/L; temperatura de gelificación: 37 °C. 
 La presencia de SDS desnaturaliza las proteínas, eliminando sus 
estructuras secundarias y terciarias. Además, le confiere carga neta negativa a 
cada proteína en proporción a su masa. Por lo tanto, se llevó a cabo la 
separación de proteínas de acuerdo a su masa molecular. Como se observa en 
la primera calle del gel de la Figura 2.4.6 a), la lactoferrina (Lf, PM= 76,11 kDa), 
la albúmina sérica bovina (BSA, PM= 66,39 kDa) y una porción de las cadenas 
pesadas de la inmunoglobulina G (IgG, PM≈ 60 kDa) se ubican en la parte 
superior porque son los constituyentes proteicos de la leche con mayor masa 
molecular. Por otro lado, las CN se desplazaron más rápidamente y se ubican 
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en la parte inferior del gel (Farrell y col., 2004). No se identificaron las proteínas 
de la leche bovina con menor masa molecular (α-lactoalbúmina y β-
lactoglobulina) debido a que la concentración de acrilamida utilizada no 
permitió la resolución de todas las proteínas en un sólo gel.  
Como se muestra en la Figura 2.4.6 a), en los geles lácteos sólo se 
distinguen la αS1-CN (PM= 23,62 kDa), la β-CN (PM= 24,02 kDa) y la κ-CN 
(PM= 19,04 kDa), que se indican en el perfil electroforético de la Figura 2.4.6 b) 
como los picos α, β y κ, respectivamente (Pesic y col., 2012). Se observó una 
disminución progresiva en la intensidad de las bandas correspondientes a las 
CN a medida que aumentó la concentración de EEAN utilizada durante la 
coagulación de leche.  
En el perfil electroforético del líquido expelido (Figura 2.4.6 c), sólo se 
identifican las proteínas más pesadas del suero, con la menor Me. Se observó 
una disminución significativa en la intensidad de las bandas correspondientes a 
estas proteínas a partir de la muestra en la que se utilizó 4 % V/V de EEAN. 
Estos resultados permiten concluir que durante la elaboración de queso 
convendría utilizar concentraciones de EEAN menores a 4 % V/V. Por un lado 
se evitaría la proteólisis de las proteínas del suero, lo que modificaría la 
composición de la cuajada y, por el otro, se alcanzaría menor grado de 
proteólisis de las CN lo que evitaría la disminución del rendimiento quesero 
(Fox y col., 2000). 
4.5. Elaboración de queso Cheddar 
4.5.1. Análisis de la composición química 
Se determinó la composición química de los quesos Cheddar pasados 
10 días de su elaboración y en la Tabla 2.4.2 se muestran los resultados 
obtenidos. No se obtuvieron diferencias significativas entre la concentración de 
NaCl de los quesos elaborados con quimosina (QQ) y de los quesos 
elaborados con EEAN (QA). Los QA presentaron valores de humedad 
significativamente mayores a los de QQ. La humedad en quesos está 
controlada por la sinéresis de la cuajada (Fox y col., 2000). De acuerdo con 
Johnson y col. (2001), la sinéresis es menor cuando la cuajada es menos firme, 
resultando en quesos con mayor humedad. Como se discutió en la sección 
4.2.2, la firmeza de los geles producidos por [EEAN] > 1 % V/V es menor que la 
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de los geles producidos por quimosina, explicando la mayor retención de suero 
de los QA. Por otro lado, la concentración de grasa en los QA resultó menor 
que en los QQ, esto podría deberse a la presencia de lipasas en el extracto 
enzimático de A. niger (Pokorny y col., 1997; Kamini y col., 1998; Mahadik y 
col., 2002), que desestabilizarían los glóbulos de grasa de la cuajada. 
Tabla 2.4.2: Composición química de los quesos Cheddar elaborados con quimosina 
(QQ) ó EEAN (QA) como agentes coagulantes (a los 10 días de maduración). 
 
QQ QA Prob 
NaCl (%) 1,6 ± 0,1 1,7 ± 0,1 p = 0,054 
Humedad (%) 37 ± 1 40,0 ± 0,6 p < 0,001 
Grasa (%) 31 ± 2 27 ± 2 p < 0,005 
Proteínas (%) 25,1 ± 0,7 24,0 ± 0,3 p < 0,001 
Proteínas en el suero (%) 1,01 ± 0,01 1,29 ± 0,03 p < 0,001 
Rendimiento  
(Kg queso/100 Kg leche) 11,2 ± 0,3 11,3 ± 0,8 p = 0,742 
La menor concentración de proteínas obtenida en los QA también revela 
un mayor grado de proteólisis debido a la acción de EEAN, que produce 
péptidos o aminoácidos que son separados con el suero. Por esto, la 
concentración de proteínas en los sueros de los QA resultó mayor a la de los 
sueros provenientes de los QQ. Afortunadamente, esto último no derivó en 
diferencias significativas en el rendimiento quesero. De todas formas, según 
Fox y col. (2000) la escala utilizada para elaborar los quesos es demasiado 
pequeña para determinar valores representativos del rendimiento quesero. 
4.6. Maduración de queso Cheddar 
4.6.1. Determinación de pH 
En la Figura 2.4.7 se muestra la variación de pH en los quesos durante 
su maduración.  
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Tiempo de maduración (días)











Figura 2.4.7: Valores de pH para los QQ y los QA a distintos tiempos durante su 
maduración. 
En los QQ el pH aumentó durante el primer mes de maduración y se 
mantuvo sin variaciones significativas durante los 90 días posteriores. El pH de 
los QA resultó menor al de los QQ y tampoco presentó variaciones 
significativas durante el proceso de maduración. El pH final alcanzado para 
ambos tipos de queso se encuentra dentro de los valores óptimos para queso 
Cheddar, que van de 4,95 a 5,40. Además, es habitual que el pH del interior del 
queso se mantenga constante durante su maduración (Fox y col., 2000).  
El pH de los quesos está controlado por la concentración de ácido láctico 
generado durante la elaboración por los microorganismos iniciadores. Por lo 
tanto, también va a depender de la concentración inicial de lactosa en la leche 
que varía, entre otros factores, según el período de lactancia en el que se 
encuentre la vaca y su alimentación. En este caso, tanto la concentración de 
microorganismos iniciadores como la composición química de la leche utilizada 
para elaborar QQ fueron las mismas que para QA por lo que la diferencia en el 
pH final de ambos tipos de queso estaría relacionada con el uso de 
coagulantes diferentes. Las proteasas de EEAN remanentes en QA luego de su 
elaboración estarían generando productos de proteólisis (aminoácidos, por 
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ejemplo) que serían metabolizados por los microorganismos iniciadores a 
acetato u otros compuestos que disminuirían el pH (McSweeney, 2004).  
4.6.2. Análisis microbiológico 
Se realizó el recuento de bacterias ácido-lácticas (BAL) iniciadoras y no 
iniciadoras en los quesos durante su maduración. Los resultados se muestran 
en la Figura 2.4.8.  
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Figura 2.4.8: Número de BAL a) iniciadoras y b) no iniciadoras durante la maduración 
de los quesos Cheddar elaborados con quimosina (QQ) o EEAN (QA). 
No se obtuvieron diferencias significativas en el recuento de BAL 
iniciadoras y no iniciadoras para QQ y QA durante su maduración.  
Los microorganismos iniciadores fueron adicionados en las primeras 
etapas de la elaboración de quesos para justamente “iniciar” el descenso de 
pH, que favorece la agregación de las MC, mediante la producción de ácido 
láctico. Durante la maduración del queso estos microorganismos se lisan 
aportando nutrientes accesibles para el crecimiento de las BAL no iniciadoras 
(McSweeney, 2004). Por esto, como se observa en la Figura 2.4.8 b), el 
aumento en la concentración de BAL no iniciadoras ocurre en general luego del 
primer mes de maduración de los quesos (Lynch y col., 1997). Los 
microorganismos no iniciadores son especies bacterianas adventicias que 
provienen del aire (entran al queso durante su elaboración), de la leche (y 
resisten la pasteurización) y del equipamiento utilizado para hacer queso. En el 
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queso Cheddar irlandés los microorganismos no iniciadores son generalmente 
especies mesofílicas de lactobacilos (L. casei ssp casei, L. casei ssp 
pseudoplantarum, L. plantarum y L. curvatus) (Lynch y col., 1997). El 
metabolismo y las enzimas de ambas clases de BAL son indispensables para 
los cambios bioquímicos llevados a cabo durante la maduración del queso 
Cheddar (McSweeney, 2004). 
4.6.3. Análisis de los perfiles de textura mecánica 
Los perfiles de textura de los QA resultaron diferentes a los de QQ en 
todos los tiempos de maduración analizados. Para cuantificar esta diferencia, 
se calcularon los tres parámetros de textura más utilizados en control de 
calidad de quesos: dureza, elasticidad uniaxial y cohesividad. En la Tabla 2.4.3 
se muestran los resultados obtenidos. 
Tabla 2.4.3: Dureza, elasticidad uniaxial y cohesividad de los QQ y los QA a distintos 
tiempos durante su maduración. 
 
En todos los tiempos ensayados, los valores de los tres parámetros de 
textura fueron significativamente menores (p < 0,05) en los QA que en los QQ, 
por lo que la textura de los QA es más débil que la de los QQ. Esto se debería 
a la mayor proteólisis de las CN ejercida por EEAN durante la coagulación de la 
leche. En general, durante la maduración de quesos ocurre un ablandamiento 
de su textura como consecuencia de la proteólisis de las CN. Las enzimas 
responsables de esta proteólisis provienen no sólo del agente coagulante 





Dureza (N) Elasticidad uniaxial Cohesividad 
QQ QA QQ QA QQ QA 
30 109 ± 8 69 ± 4 0,44 ± 0,04 0,39 ± 0,02 0,27 ± 0,03 0,152 ± 0,008 
60 85 ± 8 62 ± 5 0,44 ± 0,04 0,23 ± 0,02 0,25 ± 0,02 0,149 ± 0,008 
90 84 ± 7 71 ± 6 0,33 ± 0,03 0,18 ± 0,02 0,20 ± 0,02 0,12 ± 0,01 
120 82 ± 8 64 ± 6 0,31 ± 0,03 0,17 ± 0,01 0,18 ± 0,02 0,12 ± 0,01 
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(plasmina) y de los microorganismos iniciadores y no iniciadores (McSweeney, 
2004). Sin embargo, este ablandamiento no fue proporcional al tiempo de 
maduración. 
La dureza de los QQ disminuyó significativamente sólo entre el primer y 
el segundo mes de maduración (p < 0,05), mientras que la dureza de los QA no 
cambió significativamente durante los 120 días que duró el análisis. La 
elasticidad uniaxial de los QQ disminuyó significativamente entre el segundo y 
el tercer mes de maduración (p < 0,05), mientras que en los QA la disminución 
de elasticidad uniaxial fue progresiva (p < 0,05) y sólo se mantuvo contaste 
durante el último mes de maduración. La cohesividad de los QQ y los QA 
disminuyó significativamente entre los 60 y 90 días de maduración (p < 0,05). 
4.6.4. Análisis de la proteólisis 
4.6.4.1. Fracción insoluble: caseínas 
En la Figura 2.4.9 se muestra el resultado del análisis por urea-PAGE de 
las proteínas insolubles a pH 4,6 en QQ y QA en distintos tiempos de 
maduración. El marcador de peso molecular (MPM) utilizado fue caseinato de 
sodio. 
Las proteínas de la leche bovina con punto isoeléctrico cercano a 4,6 
son las CN (Farrell y col., 2004; Phadungath, 2005). Como se muestra en la 
Figura 2.4.9, luego del proceso de elaboración del queso sólo son separables 
por electroforesis la αs1-CN y la β-CN. Su concentración disminuyó durante la 
maduración de los quesos debido a la proteólisis de las mismas. De hecho, la 
proteólisis desarrollada durante la maduración de queso Cheddar elaborado 
con quimosina se ha estudiado extensivamente. Se han identificado tres 
fuentes de proteasas involucradas en tal proceso: la quimosina remanente en 
el queso, la plasmina endógena de la leche y las proteasas de las BAL. Las 
caseínas αs2 y β son sustratos de la plasmina y la ausencia de αs2-CN en el gel 
de la Figura 2.4.9 se atribuye a la acción de esta proteasa. La β-CN es 
escindida por plasmina en tres sitios: Lys28-Lys29, Lys105-His106 y Lys107-
Glu108, generando los fragmentos proteicos γ1-CN (β-CN f29-209), γ2-CN (β-
CN f106-209) y γ3-CN (β-CN f108-209), respectivamente. La β-CN también es 
digerida cerca de su extremo C-terminal por la quimosina remanente en el 
queso luego de su elaboración, generando péptidos hidrofóbicos pequeños que 
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dan sabor amargo. La αs1-CN es más sensible a la digestión por quimosina que 
por plasmina, uno de sus sitios de corte es el enlace Phe23-Phe24, originando 
un péptido pequeño (f1-23) que es rápidamente hidrolizado por las proteasas 
de las BAL iniciadoras. Otro típico sitio de corte es el enlace Leu101-Lys102, 
dando lugar al péptido f102-199 (Figura 2.4.9) (McSweeney, 2004). 
 
Figura 2.4.9: Urea-PAGE de las proteínas insolubles a pH 4,6 en los QQ y los QA a 
distintos tiempos de maduración.  
Los quesos elaborados con EEAN mostraron un perfil de proteólisis 
completamente diferente al llevado a cabo por quimosina. En la etapa de 
coagulación de la leche, durante la elaboración del queso, la digestión de αs1-
CN y β-CN fue más significativa que al utilizar quimosina. Además, durante la 
maduración de QA, la proteólisis de estas CN fue tal que las mismas no 
pudieron detectarse por la técnica electroforética utilizada. Producto de la 
proteólisis exhaustiva desempeñada en los QA, se generaron fragmentos 
proteicos diferentes a los presentes en QQ, evidenciándose la especificidad de 
corte diferencial entre ambos coagulantes. 
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4.6.4.2. Fracción soluble: péptidos, aminas libres y nitrógeno 
La proteólisis es uno de los procesos bioquímicos más complejos que 
ocurren durante la maduración del queso. La proteólisis primaria de las CN, 
estudiada en la sección anterior por electroforesis, genera péptidos que son 
digeridos a fragmentos peptídicos más pequeños y aminoácidos. Estos 
productos de la proteólisis secundaria son solubles a pH 4,6 (Sousa y col., 
2001) y pueden cuantificarse determinando la concentración de nitrógeno. En 
la Tabla 2.4.4 se muestra la variación en la concentración de aminas libres 
([AL]) y de nitrógeno soluble con respecto al nitrógeno total ([NS]/[NT]), para 
QQ y QA a dos tiempos de maduración. La proteólisis secundaria fue mayor en 
QA que en QQ (p < 0,001), obteniéndose mayores valores de [AL] y de 
[NS]/[NT] en estos quesos a los tiempos de maduración analizados. Las AL 
podrían corresponder a aminoácidos que están involucrados en la producción 
de compuestos volátiles que dan aroma a partir de la acción de 
aminotransferasas provenientes de las BAL iniciadoras (McSweeney, 2004). 
Además, los péptidos solubles están asociados a un sabor característico y por 
esto, la proteólisis secundaria diferencial afectaría el flavor del queso Cheddar 
(Fox y col., 2000).  
Tabla 2.4.4: Valores de [AL] y [NS]/[NT] para QQ y QA a dos tiempos de maduración. 
Tiempo de 
maduración (días) 
[AL] (mg L-Leu /g queso) [NS]/[NT] (%) 
QQ QA QQ QA 
60 14,6 ± 0,9 26 ± 1 17,0 ± 0,8 30,9 ± 0,6 
120 19 ± 1 33 ± 1 21,9 ± 0,8 35,3 ± 0,5 
 
Los valores de [AL] y de [NS]/[NT] aumentaron significativamente 
durante la maduración de ambos quesos (p < 0,01). Esto explica el desarrollo 
de aroma y sabor más intensos en quesos madurados por períodos de tiempo 
más largos (Fox y col., 2000). 
La caracterización del perfil de péptidos solubles para ambos tipos de 
quesos fue llevada a cabo por UPLC. En la Figura 2.4.10 se muestran ejemplos 
de los cromatogramas obtenidos para los QQ (a) y los QA (b) en distintos 
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tiempos de maduración. Se observaron los mismos perfiles de elución para los 
triplicados de ambos tipos de quesos. 
Los dos picos prominentes (X e Y) que aparecen en los cromatogramas 
de los QQ son característicos del queso Cheddar y corresponden a péptidos 
provenientes de la proteólisis de la αs1-CN (McSweeney y Fox, 1997). Como se 
explicó anteriormente, la αs1-CN es escindida por quimosina en el enlace 
Phe23-Phe24, originando un péptido pequeño (f1-23), que es rápidamente 
digerido por las proteasas de las BAL iniciadoras en dos péptidos: f1-9 (X) y f1-
13 (Y), con tiempos de elución de 5 y 6 min, respectivamente. Estos peptidos 
contribuyen al flavor del queso Cheddar y su concentración aumenta con el 
tiempo de maduración (Fox y col., 2000).  
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Figura 2.4.10: Perfiles peptídicos obtenidos a partir de las fracciones solubles a pH 4,6 
de los QQ (a) y los QA (b) por UPLC en distintos tiempos de maduración. 
El perfil peptídico de las fracciones solubles a pH 4,6 de los QA resultó 
completamente diferente al de QQ. Una de sus características más notables es 
la ausencia de los picos X e Y, lo que permitió concluir que el fragmento 
peptídico f1-23 no es producido durante la proteólisis primaria por el EEAN o 
bien, es digerido a sus aminoácidos constituyentes por las proteasas del EEAN 
durante la proteólisis secundaria.  
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4.7. Determinación del color final del queso 
No se obtuvieron diferencias significativas (p = 0,085) entre los valores 
de luminosidad (L*) para QQ (75 ± 2) y QA (77 ± 2). Sin embargo, se 
obtuvieron valores significativamente menores (p < 0,001) del componente b* 
en los QA (28,3 ± 0,8) que en los QQ (32,1 ± 0,8). El componente a* también 
resultó menor en los QA (-3,9 ± 0,4) en comparación a los QQ (-1,71 ± 0,09). 
Esto indicaría que los QA son menos amarillos que los QQ, de todas formas, 
los valores de los componentes cromáticos obtenidos entran dentro del rango 




































Se obtuvo un extracto enzimático a partir del cultivo de Aspergillus niger 
por fermentación de residuos agroindustriales en estado sólido. El extracto 
demostró poseer actividad coagulante de la leche por lo que se ensayaron 
distintas concentraciones del mismo para producir geles lácteos que luego 
fueron caracterizados. Los geles lácteos inducidos por el extracto resultaron, en 
general, más laxos que los inducidos por quimosina. Al aumentar la 
concentración de extracto utilizado como coagulante, el índice de pardeamiento 
de los geles resultó mayor y los mismos liberaron más suero, con mayor 
actividad antioxidante. Teniendo en cuenta los resultados de los ensayos 
reológicos, se decidió utilizar 3,5 % V/V de extracto para elaborar queso 
Cheddar. La excesiva proteólisis desempeñada por el extracto fúngico, no sólo 
durante la etapa de coagulación de la leche sino también durante la 
maduración del queso, dio como resultado una composición química 
característica y diferente a la de quesos elaborados con quimosina. A su vez, 
esto repercutió en la textura final del queso y en el perfil de péptidos que dan 
aroma. Se midió una mayor concentración de proteínas en el suero expelido 
por la cuajada obtenida con el extracto enzimático. Como perspectiva a futuro 
se plantea el análisis sensorial de los quesos inducidos por el extracto 
enzimático de A. niger. Esta información sería fundamental para proponer este 
coagulante en la industria láctea con el objetivo de innovar en la generación de 









1.1. Enzimas bacterianas con actividad coagulante de la leche  
Se han encontrado varias enzimas de origen bacteriano, principalmente 
del género Bacillus sp., con actividad coagulante de la leche. En la mayoría de 
los casos resultaron ser serín proteasas de temperaturas óptimas elevadas y 
con valores de pH óptimo cercanos a la neutralidad (Ageitos y col., 2007; El-
Bendary y col., 2007; Yegin y Dekker, 2013).  
1.1.1. Extracto enzimático P7 
Con el objetivo de encontrar nuevas especies bacterianas con capacidad 
de producir enzimas queratinolíticas, se aislaron 86 cepas de la cuenca 
amazónica de Brasil. Las proteasas producidas por una de estas cepas (P7), 
aislada del intestino del pez Piaractus mesopotamicus, demostraron tener 
actividad proteolítica sobre las caseínas (CN). Por secuenciación de su ADN 
ribosomal 16S y posterior búsqueda de secuencias homólogas, se determinó 
que P7 correspondía al género Bacillus, presentando una similitud de 
secuencia mayor al 99 % con las especies velesensis, subtilis o 
amyloliquefaciens (Giongo y col., 2007). Se purificaron las proteasas 
extracelulares producidas por Bacillus sp. P7 y el extracto enzimático obtenido 
(EEP7) fue analizado por zimografía. Se encontraron dos bandas principales 
con actividad proteolítica y, por ensayos de inhibición, se concluyó que 
corresponden a serín proteasas (Corrêa y col., 2010). Se determinaron las 
condiciones óptimas de EEP7 para coagular leche, resultando pH 7,4 y 44 °C 
(Mancilla Canales y col., 2015). Además, se elaboraron productos lácteos 
utilizando cepas aisladas junto con P7 como agente coagulante (Dos Santos 
Da Fonseca y col., 2013; Lemes y col., 2016). Por otro lado, no se han 
estudiado las propiedades físico-químicas de los geles lácteos obtenidos al 
coagular leche con EEP7. Por esto, el enfoque de este trabajo de tesis es 
estudiar tanto el proceso de coagulación de leche por EEP7 como la 
microestructura de los geles obtenidos. Además, se determinó el efecto de la 
presencia de sales minerales utilizadas en la industria láctea sobre los 
parámetros en estudio. 
1.2. Interacción entre caseínas y cationes de sales minerales 
El pH de la leche (~ 6,7) es superior al pI de las CN (4,6), por lo tanto, 
tales proteínas se encuentran cargadas negativamente. Los fosfatos de sus 
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residuos de serina fosforilados (Ser-P) se encuentran agrupados y son los 
principales sitios de carga neta negativa que unen cationes. De acuerdo a la 
cantidad de estos grupos de residuos Ser-P en cada tipo de CN, su capacidad 
de unir cationes disminuye en el orden: αs2 > αs1 > β > κ (Gaucheron, 2005). Por 
otro lado, las cadenas laterales de otros aminoácidos constituyentes de las CN 
también presentan carga neta negativa para interaccionar con cationes. 
Producto de esta interacción, ocurren cambios en la estructura de las CN que 
posiblemente afecten el proceso de coagulación (Philippe y col., 2005; 
Chakraborty y Basak, 2008). La producción de leche y productos lácteos 
fortificados con minerales esenciales resultaron una buena estrategia para 
combatir su deficiencia y alcanzar los valores diarios recomendados (Achanta y 
col., 2007; Aquilanti y col., 2012). Por otro lado, resulta de gran interés conocer 
el efecto de esta fortificación sobre la estructura de las CN.  
1.2.1. Minerales con gran valor nutricional 
Los minerales esenciales pueden clasificarse en macro o micro-
nutrientes según la cantidad en la que son requeridos por el ser humano. La 
cantidad diaria recomendada de los minerales considerados macro-nutrientes 
es mayor a 50 mg, mientras que la de los micro-nutrientes es menor a 50 mg. 
Entre los macro-nutrientes se encuentran: calcio, magnesio, fósforo, sodio y 
cloruro; los micro-nutrientes incluyen hierro y zinc, entre otros (Vahčić y col., 
2010). Los minerales esenciales son importantes constituyentes de los huesos, 
los dientes, las células de muchos tejidos e intervienen en el funcionamiento de 
ciertas enzimas. Por lo tanto, su deficiencia tiene consecuencias sobre el 
metabolismo y es fundamental incorporarlos en la dieta (Soetan y col., 2010). 
El estilo de vida actual ha producido una modificación en los hábitos 
alimenticios de las personas y en muchos casos se vuelve difícil llevar a cabo 
una dieta balanceada. Por esto, la producción y el consumo de alimentos 
fortificados se ha convertido en una buena estrategia para incorporar nutrientes 
esenciales. Los lácteos son buenos candidatos para la fortificación debido, 
entre otras cosas, a su elevado valor nutricional y su gran aceptabilidad por 
parte de la sociedad.  
Dos de las consideraciones más importantes a tener en cuenta para 
elaborar productos lácteos fortificados con minerales son: 
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 La elección de la sal a utilizar; y 
 Qué concentración utilizar para que sea suficiente, sin modificar 
las propiedades organolépticas del producto. 
La OMS y la FDA han clasificado como GRAS a ciertas sales de cloruro 
que son de las más utilizadas en la fortificación de alimentos. En este trabajo 
de tesis se presenta el estudio del efecto de la presencia de CaCl2, MgCl2, 
ZnCl2 y NaCl, sobre las características físico-químicas de geles lácteos 
inducidos por EEP7. Las concentraciones ensayadas fueron seleccionadas 
teniendo en cuenta las concentraciones de sales utilizadas en la elaboración de 
productos lácteos fortificados (Augustin y Williams, 2006; Singh y 
Muthukumarappan, 2008; Aquilanti y col., 2012; Kahraman y Ustunol, 2012). 
  
 80 
2. Objetivos particulares 
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 Estudiar el efecto de la presencia de diferentes concentraciones de sales 
minerales sobre la estructura de las caseínas, las micelas de caseína y 
las propiedades físicas de suspensiones de leche. 
 Determinar el efecto de la presencia de diferentes concentraciones de 
las sales minerales ensayadas sobre la actividad proteolítica de un 
extracto enzimático producido por Bacillus sp. P7. 
 Analizar el proceso de agregación de las micelas de caseína inducido 
por el extracto enzimático bacteriano en presencia de diferentes 
concentraciones de las sales en estudio. 
 Estudiar el proceso de coagulación de la leche inducido por EEP7 en 
presencia de diferentes concentraciones de las sales en estudio. 
 Caracterizar los geles lácteos inducidos por EEP7 en presencia de 
diferentes concentraciones de las sales en estudio. 
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3. Materiales y métodos 
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3.1. Caracterización de suspensiones de leche 
3.1.1. Determinación de concentración de proteínas  
 Se trabajó con suspensiones de leche descremada 10 y 20 % P/V que 
se prepararon como se explicó en la sección 3.5.1. del Capítulo 2. La 
concentración de proteínas en estas suspensiones se determinó utilizando el 
método de Kuaye (1994), que se basa en la modificación del espectro del 
aminoácido tirosina a altas longitudes de onda (λ) de la región UV en un medio 
alcalino fuerte (pH13). Se midió absorbancia (Abs) a 248 nm y a 256 nm de 
dos soluciones: 
- Una dilución 1/5 de un testigo de caseinato de sodio 1 g/L; y 
- Una dilución 1/250 de la suspensión de leche preparada. 
En los espectros de absorción de las proteínas lácteas hay una región 
(entre 248 y 256 nm) en la que la Abs varía linealmente con la λ y la pendiente 
es directamente proporcional a la concentración proteínas, por lo que la misma 
puede calcularse según:  
[Proteínas](g L⁄ ) =  
(Absmuestra 248 nm − Absmuestra 256 nm)  ∗  250
(Abstestigo 248 nm − Abstestigo 256 nm)  ∗  5
   (3.1) 
3.1.2. Preparación de suspensiones de leche fortificadas 
Las soluciones de las diferentes sales en estudio (CaCl2.2H2O 50 mM, 
MgCl2 50 mM, ZnCl2 10 mM y NaCl 500 mM) fueron preparadas por disolución 
de las correspondientes drogas sólidas (Cicarelli Laboratorios) en agua 
destilada a temperatura ambiente con agitación magnética. Para la completa 
disolución del ZnCl2 fue necesario adicionar unas gotas de HCl 0,1 M. Las 
concentraciones finales de cada sal variaron según el ensayo. 
Las suspensiones de leche utilizadas en los experimentos fueron 
fortificadas con diferentes concentraciones de sal: hasta 15 mM de CaCl2, 10 
mM de MgCl2, 0,250 mM de ZnCl2 y 100 mM de NaCl. Para alcanzar estas 
concentraciones, las suspensiones de leche utilizadas en los experimentos se 
prepararon en buffer tris (hidroximetil) aminometano (Tris)-HCl 10 mM pH 7,4. 
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3.1.3. Determinación del tamaño promedio y potencial 
electrocinético de micelas de caseína 
Se aplicaron los principios de dispersión dinámica de la luz para 
determinar diámetro hidrodinámico (Dh) y potencial electrocinético (potencial ζ) 
de las micelas de caseína (MC) en las suspensiones de leche. Se utilizó un 
analizador de partículas (nano partica SZ-100, Horiba Scientific) equipado con 
un láser de 532 nm, 10 mW (Philippe y col., 2005). Las determinaciones se 
llevaron a cabo a 44 °C, considerando la viscosidad 0,61 mPa.s y el índice de 
refracción del agua 1,33. En las determinaciones de Dh la luz dispersada fue 
recogida a 90° con respecto a la luz incidente. Las suspensiones se prepararon 
con agua ultra pura (MilliQ) y a una concentración final de proteínas lácteas 
([PL]) de 0,35 g/L. Se ensayó el efecto de la presencia de las sales en estudio 
sobre el Dh y el potencial ζ, filtrando las soluciones de las sales minerales antes 
de la preparación de las muestras. Las determinaciones se realizaron por 
triplicado. 
3.1.4. Interpretación de espectros de fluorescencia 
Se realizaron por duplicado espectros de fluorescencia intrínseca de 
suspensiones de leche, [PL] = 0,1 g/L. Se utilizó un espectrofluorómetro 
(Aminco-Bowman) equipado con portacubeta termostatizado y se trabajó a 44 
°C. En todos los casos se utilizó una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino 
óptico. Se registró la intensidad fluorescencia (IF) entre 300 y 400 nm, 
excitando a 280 nm. Se estudió el efecto de la presencia de las sales en 
estudio sobre los espectros obtenidos. 
La fluorescencia intrínseca de una proteína se debe exclusivamente a 
sus residuos aromáticos. Debido a que el λexcitación de la fenilalanina es menor a 
280 nm, el espectro de emisión de las proteínas corresponde a la emisión de 
sus residuos de tirosina (Tyr) y de triptófano (Trp) que se excitan a 280 nm. En 
general, ocurre transferencia de energía por resonancia entre residuos de Tyr y 
Trp de la misma proteína, siendo el Trp el responsable del espectro de emisión. 
El pico máximo en el espectro de emisión del Trp es muy sensible a la 
polaridad del entorno y por esto, el análisis de los espectros de fluorescencia 
intrínseca de las proteínas permite estudiar cambios en su estructura 
(Lakowicz, 2007). 
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Para corregir la atenuación de la IF causada por el fenómeno de filtro 
interno se llevaron a cabo espectros de absorbancia (de 280 a 400 nm) de las 
suspensiones de leche en estudio. Los espectros de fluorescencia intrínseca 
fueron corregidos aplicando la siguiente ecuación (Lakowicz, 2007): 
IFcorregida = IFmedida * 10
(Absλexcitación+Absλemisión)
2    (3.2) 
Esta ecuación tiene en cuenta que el fenómeno de filtro interno puede 
ocurrir tanto por absorción de luz incidente (Absλexcitación) como por absorción de 
luz emitida (Absλemisión). 
3.1.5. Estudio de unión del ANS a las proteínas de la leche 
El compuesto 1-anilino-8 naftaleno sulfonato (ANS) no emite 
fluorescencia en solución acuosa, sin embargo cuando está unido a proteínas 
su rendimiento cuántico aumenta 200 veces. Por lo tanto, la IF de un sistema 
compuesto por proteínas y ANS corresponde exclusivamente al ANS unido a 
proteína. Se llevó a cabo la titulación de ANS (40 µM, Sigma-Aldrich) con 
suspensiones de leche, [PL] = 0,1 g/L a 44 °C. La IF del ANS se midió a 484 
nm, excitando a 380 nm. Bajo estas condiciones de exceso de ANS, las zonas 
de las proteínas que unen esta sonda se encuentran siempre saturadas. 
Graficando la IF del ANS en función de [PL] se obtuvo una relación lineal de 
cuya pendiente se calculó S0, que se considera una medida de cuánto ANS 




   (3.3) 
Se estudió el efecto de la presencia de las sales en estudio sobre los 
valores de S0, realizando las determinaciones al menos por duplicado. 
3.1.6. Análisis del quenching de la fluorescencia por 
acrilamida 
Se midió la IF de suspensiones de leche, [PL] = 0,1 g/L, luego de la 
adición de sucesivas alícuotas de 10 µL de acrilamida 4 M (Fluka) a 44 °C, 
utilizando λexcitación = 280 nm y λemisión = 340 nm. Se estudió el efecto de la 
presencia de las sales en estudio, realizando los experimentos por duplicado. 
La acrilamida es un extintor (quencher) de la fluorescencia intrínseca de los Trp 
de las proteínas. Los resultados fueron analizados a partir de gráficos de 
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Stern-Volmer, que describen la disminución de la IF durante el quenching 
según la siguiente ecuación: 
IF0
IF
= 1 + KSV ∗ [acrilamida]   (3.4) 
  En esta ecuación, IF0 e IF corresponden a la fluorescencia emitida por la 
proteína en ausencia y en presencia del quencher, respectivamente. El 
parámetro KSV, hace referencia a la constante de Stern-Volmer que indica cuán 
sensible es un fluoróforo a la acción del quencher (Lakowicz, 2007).  
3.1.7. Análisis de color  
Se determinaron los parámetros que caracterizan el color de 
suspensiones de leche, [PL] = 0,35 g/L, según el modelo internacional CIELAB, 
utilizando la metodología explicada en la sección 3.5.2 del Capítulo 2. A partir 
de los resultados obtenidos, se calculó el índice de blancura (IB) de las 
muestras, según se publicó en la bibliografía (Salcedo-Chávez y col., 2002). Se 
estudió el efecto de la presencia de las sales en estudio sobre el IB. 
IB = L∗ − 3 b∗   (3.5) 
3.1.8. Determinaciones de viscosidad  
La viscosidad (𝜂) de un fluido es una medida de su resistencia a fluir 
cuando se le aplica un esfuerzo (τ). De acuerdo con la ley de Newton, el τ 
aplicado y la velocidad de deformación (γ) obtenida son directamente 
proporcionales y la deformación comienza con el primer τ. De aquí surge la 
clasificación de fluidos “Newtonianos” para aquellos que cumplen con la 
afirmación anterior y “No newtonianos” para los que no lo hacen. La 𝜂 de fluidos 
Newtonianos se define como dτ/dγ, siendo constante e independiente de γ. 
Los fluidos no Newtonianos, en cambio, sufren cambios estructurales 
durante la aplicación del τ y presentan alguno de los siguientes 
comportamientos, descriptos en la Figura 3.3.1: 
- La relación entre τ y γ es proporcional pero se requiere aplicar un 
esfuerzo mínimo para causar deformación (fluidos plásticos). 
- El aumento en γ conduce a un aumento en τ menor al proporcional y 
puede o no requerirse un esfuerzo mínimo para causar deformación 
(fluidos pseudoplásticos). 
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- El aumento en τ conduce a un aumento en γ menor al proporcional 
(fluidos espesantes). 
Los fluidos pseudoplásticos y espesantes cuyo comportamiento depende, 
además, del tiempo se denominan tixotrópicos o reopécticos, respectivamente. 
La 𝜂 en fluidos no Newtonianos varía con γ y se denomina viscosidad 
aparente (𝜂a) (Bourne, 2002; Rao, 2010). 
 
Figura 3.3.1: Curvas de flujo según comportamiento no Newtoniano. 
Para estudiar la 𝜂 de suspensiones de leche se utilizó un viscosímetro 
rotatorio (Brookfield) con geometría de cono (diámetro: 48 mm, ángulo del 
cono: 1,5°). Se realizaron barridos de γ entre 1,15 y 230,4 s-1 tanto en sentido 
ascendente como descendente (de 230,4 a 1,15 s-1) para obtener los 
respectivos gráficos de flujo (τ vs. γ). Se registró la viscosidad en cada punto, 
realizando los experimentos por duplicado a 44 °C. Se determinó el efecto de la 
presencia de las sales en estudio sobre la 𝜂 de las muestras ([PL] = 35 g/L). 
3.2. Cultivo del microorganismo 
El microorganismo Bacillus sp. P7 se conservó en 5 mL de infusión 
cerebro-corazón (BHI, Oxoid) conteniendo glicerol 20 % V/V a -20 °C. Su 
propagación fue llevada a cabo en placas de Petri con agar BHI por incubación 
en estufa por 24 h a 37 °C. 
Para la producción del extracto enzimático se preparó un caldo de harina 
de pluma de gallina 10 g/L, conteniendo NaCl 0,5 g/L, KH2PO4 0,4 g/L y 
K2HPO4 0,3 g/L y se ajustó su pH a 8. Este caldo se fraccionó en erlenmeyers 
que fueron esterilizados en autoclave (a 121 °C durante 15 min). Luego, se 
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llevó a cabo la inoculación del microorganismo en cada uno de los erlenmeyer 
a partir de las placas con agar BHI utilizando un asa bacteriológica. Los 
erlenmeyers fueron incubados por 48 h a 30 °C en agitación constante (Corrêa 
y col., 2010).  
3.3. Obtención del extracto enzimático  
Se fraccionó el cultivo del interior de los erlenmeyers en tubos plásticos 
para centrifugarlos a 10000 g durante 10 min a 4 °C. Se concentraron las 
enzimas presentes en el sobrenadante del cultivo por precipitación con 
(NH4)2SO4 (Sigma-Aldrich) al 60 % de saturación. La sal fue adicionada muy 
lentamente con agitación magnética constante, manteniendo la temperatura del 
sistema a 4 °C. Una vez disuelta la sal, el sistema se conservó refrigerado 
durante una noche. En la Figura 3.3.2 se muestran las proteínas precipitadas 
del sistema después de este tratamiento. Se fraccionó la suspensión en tubos 
plásticos que fueron centrifugados a 10000 g a 4 °C; el precipitado resultante 
fue resuspendido en cantidad necesaria de buffer Tris-HCl 20 mM pH 8. 
Finalmente se realizó una filtración en gel utilizando Sephadex G-100 (1 g en 
100 mL de buffer Tris-HCl 20 mM pH 8) (Corrêa y col., 2010). Las fracciones 
activas recolectadas forman el extracto enzimático P7 (EEP7). 
 
Figura 3.3.2: Proteínas precipitadas a partir del cultivo de Bacillus sp. P7 por 
tratamiento con sulfato de amonio al 60% de saturación. 
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3.4. Determinación de la actividad proteasa  
Las condiciones óptimas para la coagulación de leche utilizando EEP7 
resultaron ser pH 7,4 y 44 °C (Mancilla Canales y col., 2015). Por esto, se 
mantuvieron estas condiciones durante todos los experimentos realizados en 
este capítulo. Se midió la AP de EEP7 utilizando el método de la azocaseína 
(Hummel y col., 1965). La mezcla de reacción se preparó en tubos plásticos 
conteniendo 100 μL de EEP7, 100 μL de buffer Tris-HCl 10 mM pH 7,4 y 100 
μL de azocaseína 10 g/L (Sigma-Aldrich). Se incubaron los tubos en baño 
termostático a 44 °C por 30 min y luego se adicionaron 500 μL de TCA 10 % 
P/V a cada uno para terminar la reacción y precipitar las proteínas, quedando 
solubles los péptidos que resultaron de la proteólisis de la azocaseína. El 
blanco de reacción se preparó de la misma manera, con la diferencia de que el 
TCA se adicionó antes de incubar el sistema a 44 °C. Se centrifugaron los 
tubos durante 10 min a 10000 g y el sobrenadante se mezcló con 200 μL de 
NaOH 1,8 N (el medio básico permite máxima absorción). Se midió Abs a 420 
nm de las muestras analizadas y se definió 1 UP como el volumen (mL) de 
EEP7 que causó un aumento unitario en la Abs420nm en las condiciones del 
ensayo. Se estudió el efecto de la presencia de las sales en estudio sobre la 
AP de EEP7, realizando las determinaciones por triplicado. 
3.5. Estudio del proceso de agregación de las micelas de caseína 
utilizando el extracto enzimático P7 
La agregación de las MC inducida por EEP7 se estudió a partir de la 
variación del tamaño de las mismas. Horne (1987) definió el parámetro β, 
relacionado con el tamaño promedio de las MC, como: 
β = 4,2 +  
∂ log Abs
∂ log λ
   (3.6) 
Según esta ecuación, a partir de la pendiente de los gráficos de log Abs 
vs. log λ se pueden calcular los valores de β. Se realizaron espectros de 
absorción de suspensiones de leche ([PL] = 0,35 g/L) antes de la adicción de 
EEP7 y luego, cada 1 min. Los espectros se obtuvieron en el rango de λ de 420 
a 650 nm, región en la que no hay absorción de los grupos cromóforos 
proteicos. A partir de los mismos se obtuvieron valores de β cada 1 min, 
aplicando la ecuación 3.6. Se estudió el efecto de la presencia de las sales en 
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estudio sobre el proceso de agregación de las MC. Los resultados fueron 
interpretados a partir del análisis de las gráficas de β en función del tiempo. 
3.6. Análisis reológico del proceso de gelificación de leche 
inducido por el extracto enzimático P7 
Se llevaron a cabo experimentos de oscilación dinámica con un 
reómetro, modelo AR-G2 (TA Instruments), utilizando una geometría de cono 
(diámetro: 40 mm, ángulo del cono: 2°) y manteniendo la temperatura a 44 °C. 
Se prepararon suspensiones de leche ([PL] = 35 g/L) fortificadas con distintas 
concentraciones de las sales en estudio. Pasaron 3 min entre la adición de 
EEP7 a las suspensiones y el comienzo de la oscilación, una vez introducida la 
muestra en el reómetro. Se aplicó un esfuerzo oscilatorio de 0,1 % a una 
frecuencia constante de 0,1 Hz. Se registraron tanto el módulo viscoso (G’’) 
como el elástico (G’) durante 30 min. Para el análisis de los resultados, se 
utilizaron los valores de G’ a los 30 min (G’máx) y el tiempo de gelificación (tgel), 
considerado el tiempo al cual G’ se vuelve mayor que G’’ en las condiciones 
ensayadas (Gunasekaran y Ak, 2000). 
3.7. Caracterización de geles lácteos inducidos por el extracto 
enzimático bacteriano 
3.7.1. Análisis microestructural 
Se estudió la microestructura de los geles lácteos inducidos por EEP7 a 
partir de parámetros obtenidos de imágenes digitales. Para obtener las 
imágenes se utilizó un microscopio confocal (Nikon C1SiR) sobre un 
microscopio invertido (Nikon TE2000E). A 1 mL de suspensión de leche 
fortificada ([PL] = 35 g/L) se le adicionaron el colorante fluorescente Rodamina 
B (Berna) y 54 µL de EEP7 (17 UP/mL). Se llevaron a cabo dos tipos de 
experimentos: 
1) Inmediatamente después del agregado de EEP7, se tomaron 
imágenes de las suspensiones cada 3 s durante 10 min, para 
estudiar la microestructura durante el proceso de coagulación;  
2) Luego de la gelificación, se tomaron imágenes de los geles 
lácteos en distintos planos del eje Z (separados por 100 nm) 




Para el experimento 1), se utilizó una concentración final de Rodamina B 
de 0,02 mg/mL y las suspensiones fueron colocadas en un dispositivo de acero 
que permite regular la temperatura de la muestra durante la toma de imágenes 
a 44 °C. Objetivo utilizado: 20X de apertura numérica (AN) 0,75 (Nikon Plan 
Apo). 
Para el experimento 2), se utilizó una concentración final de Rodamina B 
de 0,002 mg/mL y los geles lácteos se formaron en placas Lab-Tek (Thermo 
Fisher Scientific) por incubación de las mismas en baño termostático a 44 °C. 
Para obtener las imágenes se utilizó el objetivo 60X (con aceite de inmersión) 
de AN 1,40 (Mellema y col., 2000). 
En todos los casos, el análisis digital de las imágenes se llevó a cabo 
con el programa gratuito ImageJ, versión 1.47 v (National Institutes of Health). 
Utilizando uno de sus complementos llamado BoneJ (Doube y col., 2010), 
versión 1.3.12, se determinaron dos parámetros: diámetro de poro (DP) y grado 
de anisotropía (GA). Los valores de DP fueron obtenidos aplicando el método 
de “Local Thickness” (Hildebrand y Rüegsegger, 1997), mientras para obtener 
los valores de GA se utilizó el método de “Mean Intercept Length” (Odgaard, 
1997).  
La unidad constituyente más pequeña de las imágenes bidimensionales 
es el píxel, mientras que para las imágenes tridimensionales se llama vóxel. La 
cantidad de tonalidades (niveles) de un color que pueden estar contenidas en 
cada píxel o vóxel está definida por los bits de la imagen. Las imágenes 
obtenidas en el microscopio tienen 24 bits y se conocen como “RGB color” 
porque cada píxel puede contener uno de 256 niveles de rojo, verde o azul lo 
que resulta en una cantidad de 28x3 = 2563 de tonalidades posibles (Ferreira y 
Rasband, 2012).  
Los métodos del BoneJ se aplican a imágenes binarias, en las que cada 
píxel o vóxel puede contener uno de dos niveles posibles: negro o blanco 
(Ferreira y Rasband, 2012). El programa Image J ofrece distintos algoritmos 
para binarizar imágenes, las imágenes obtenidas en el experimento 1) 
ajustaron mejor a la binarización por la técnica de Percentile (Doyle, 1962). Las 
imágenes obtenidas en el experimento 2) fueron binarizadas por la técnica 
Default (Ridler y Calvard, 1978), que usa el algoritmo de IsoData, con algunas 
modificaciones. En todos los casos, se le asignó el color negro a los píxeles 
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que constituyen el fondo y el color blanco a los píxeles que corresponden al 
gel, como se muestra en la Figura 3.3.3. 
Utilizando otro complemento del ImageJ llamado “GLCM Texture”, que 
aplica matrices de co-ocurrencia del nivel de gris (Grey-Level Co-occurrence 
Matrix), se determinó el parámetro entropía digital (E) (Haralick y col., 1973; 
Walker y col., 1995). Este complemento se aplica en imágenes de 8 bits, 
también llamadas imágenes en escala de gris (Figura 3.3.3 c) ya que cada 
píxel o vóxel puede contener uno de 28 = 256 niveles de gris entre el negro 
(nivel 0) y el blanco (nivel 255). 
 
Figura 3.3.3: Imagen de un gel lácteo inducido por EEP7 a) RGB color, b) binaria y c) 
en escala de gris. Barra de escala: 30 μm 
3.7.2. Análisis de color 
Se determinaron los parámetros que caracterizan el color de geles 
lácteos inducidos por EEP7. Los geles lácteos se formaron a partir de las 
suspensiones de leche fortificadas con las sales en estudio, de la misma 
manera que se explicó en la sección 3.5.1. del Capítulo 2, siendo la 
temperatura de incubación, en este caso, 44 °C. El análisis de color se llevó a 
cabo utilizando la metodología explicada en la sección 3.5.2. del Capítulo 2 y 
se determinaron los valores de IB cómo se explicó anteriormente en este 
capítulo (sección 3.1.7). 
3.7.3. Análisis de textura mecánica 
Se llevaron a cabo ensayos de penetración de los geles lácteos 
inducidos por EEP7 utilizando la metodología explicada en la sección 3.5.3. del 
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Capítulo 2. Se determinó el efecto de las distintas concentraciones de las sales 
en estudio sobre los valores de fuerza de fractura (FF) y firmeza (FI). 
3.8. Procesamiento de los datos obtenidos 
Para el estudiar el efecto de diferentes concentraciones de las sales 
analizadas sobre el proceso de agregación de las MC inducido por EEP7, se 
llevó a cabo un diseño experimental multifactorial, utilizando el programa 
Design Expert (versión 6.0, Stat-Ease Inc). Se consideraron 4 factores 
independientes (concentración de cada sal) con 3 niveles cada uno. Las 
variables respuesta evaluadas fueron: βinicial, velocidadinicial y tag. Mediante 
ANOVA de los datos obtenidos, se determinaron los factores e interacciones 
que resultaron significativos (p < 0,05) sobre las variables respuesta. Una vez 
determinados los mismos, se obtuvieron las ecuaciones modelo que relacionan 
factores y variables.  
Para los demás experimentos el análisis gráfico y estadístico de los 
resultados se llevó a cabo con el programa Sigma Plot (versión 12.0). La 
relación lineal entre variables se determinó a partir del coeficiente de 
correlación de Pearson. Para determinar las diferencias entre parámetros 
obtenidos a partir de muestras independientes (con diferente concentración de 
sal) se utilizó la prueba t de Student. En todos los casos las diferencias fueron 




4. Resultados y discusión 
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4.1. Determinación de la concentración de proteínas en 
suspensión de leche bovina 
La concentración de proteínas en suspensiones de leche descremada 
10% P/V fue entre 30 – 40 g/L. Estas suspensiones se conservaron hasta 30 
días después de su preparación. Cada uno de los experimentos fue llevado a 
cabo con una misma suspensión de leche descremada. 
4.2. Determinación del tamaño promedio y potencial 
electrocinético de micelas de caseína por dispersión de luz  
Se determinaron los valores de potencial ζ y Dh de las MC en ausencia y 
presencia de distintas concentraciones de las sales en estudio. En la Tabla 
3.4.1 se muestran los resultados obtenidos.  
Tabla 3.4.1: Valores de potencial ζ y Dh de las MC. Efecto de distintas concentraciones 
de las sales en estudio. Condiciones del medio: [PL] = 0,35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 
7,4; 44 °C. 
Los valores de ambos parámetros para las MC en ausencia de sal 
concuerdan con los ya publicados en la bibliografía (Philippe y col., 2005). No 
se muestra el tamaño de las MC en presencia de NaCl ya que no fue posible 
Sal [Sal] (mM) Potencial ζ (mV) Dh (nm) 
- 0,0 - 26 ± 2 121 ± 2 
ZnCl2 
0,125 - 26 ± 3 220 ± 2 
0,250 - 24 ± 3 206 ± 3 
CaCl2 
5 - 12 ± 2 206 ±3 
10 - 5 ± 2 198 ± 5 
15 - 4 ± 2 193 ± 4 
MgCl2 
5 - 18 ± 3 166 ± 6 
10 - 16,0 ± 3 168 ± 4 
NaCl 
50 - 7 ± 3 - 
100 - 5 ± 2 - 
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obtener valores reproducibles. En presencia de las concentraciones de NaCl 
ensayadas ocurre una disminución de la cantidad de Ca2+ unido a las CN 
(Mekmene y col., 2009). Esto se debe al apantallamiento de las cargas 
negativas de las CN, que se evidencia en los resultados de potencial ζ. El Ca2+ 
es muy importante en el mantenimiento de la estructura de las MC, por lo que 
se estaría perdiendo su integridad. 
Por otro lado, el potencial ζ de las MC disminuyó significativamente en 
presencia de CaCl2 o MgCl2, aunque no se vio afectado por la presencia de 
ZnCl2. Las cargas negativas de las CN al pH de trabajo fueron apantalladas por 
las cargas positivas de Ca2+ y Mg2+. Sin embargo, las concentraciones de ZnCl2 
ensayadas fueron tan bajas que el Zn2+ no fue suficiente para causar tal 
apantallamiento. 
En cuanto al tamaño, en presencia de ZnCl2, CaCl2 o MgCl2 aumentó 
significativamente el Dh de las MC. Una reestructuración de las CN, producto 
de su interacción con los cationes divalentes, estaría promoviendo la formación 
de micelas más grandes. De hecho, el Dh resultó mayor en presencia de los 
cationes con mayor afinidad por las MC: Zn2+ > Ca2+ > Mg2+ (Philippe y col., 
2005).  
4.3. Estudio de cambios estructurales de las caseínas  
4.3.1. Interpretación de espectros de fluorescencia 
En la Figura 3.4.1 se muestran los espectros de fluorescencia intrínseca 
de suspensiones de leche en ausencia y presencia de las distintas sales 
ensayadas. La fluorescencia intrínseca de una proteína está dominada por la 
emisión de sus Trp. La longitud de onda a la cual este aminoácido presenta su 
máximo de emisión (λmáx = 350 nm en agua) es muy sensible al entorno. En un 
ambiente apolar, λmáx se desplaza hacia el azul (disminuye), mientras que en 
un ambiente polar, el grupo imino del Trp forma puentes de hidrógeno con el 
solvente y λmáx se desplaza hacia el rojo (aumenta) (Lakowicz, 2007). Se 
pueden estudiar entonces cambios estructurales en las proteínas a partir de 
variaciones en sus espectros de emisión de fluorescencia.  
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Figura 3.4.1: Espectros de fluorescencia intrínseca de suspensiones de leche. Efecto 
de distintas concentraciones de sales: a) ZnCl2, b) CaCl2, c) MgCl2 y d) NaCl. 
Condiciones del medio: [PL] = 0,1 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
En todos los espectros de emisión obtenidos se observó la λmáx a 330 
nm y un hombro a 360 nm. Esto indica que en las proteínas de la leche hay dos 
poblaciones de Trp: una expuesta al solvente (λmáx = 360 nm) y otra protegida 
por la estructura de las proteínas, en un entorno más apolar (λmáx = 330 nm). 
Analizar la variación de la relación IF330nm/IF360nm en las distintas condiciones 
ensayadas podría evidenciar transiciones de Trp polares a entornos apolares 
(↑IF330nm/IF360nm) o viceversa (↓IF330nm/IF360nm). La relación IF330nm/IF360nm 
aumentó en presencia de ZnCl2 y CaCl2, aunque se mantuvo constante en 
presencia de MgCl2 y NaCl. Esto significaría que, en presencia de ZnCl2 y 
CaCl2, ocurren cambios estructurales que llevarían a Trp expuestos al solvente 
a un entorno apolar. 
En todos los casos estudiados se observó un aumento en la IF emitida 
por los Trp al aumentar la concentración de sal. Esto también se relaciona con 
la transición de Trp polares a entornos apolares. Cuando los Trp se encuentran 
expuestos al solvente son más sensibles a la colisión con otras moléculas 
presentes en solución, promoviendo la relajación del estado excitado por 
mecanismos no radiantes. Producto de la interacción entre las CN y los 
cationes, algunos Trp pasarían a un entorno apolar, emitiendo fluorescencia 
durante la relajación de su estado excitado. El aumento en la IF emitida es más 
significativo en presencia de Zn2+ o Ca2+, los cationes con mayor afinidad por 
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las CN (Philippe y col., 2005). El aumento de la IF fue directamente 
proporcional a la concentración de ZnCl2, mientras que en presencia de CaCl2 
o MgCl2, la IF aumenta hasta una determinada concentración de sal (12 mM 
para Ca2+ y 4 mM para Mg2+), por encima de la cual disminuye. Esto podría 
deberse a la disminución en la capacidad de ciertas CN de acomplejar 
minerales cuando la fuerza iónica es muy alta (Baumy y Brule, 1988). Las 
fosfoserinas de las CN se encuentran menos ionizadas cuando la fuerza iónica 
es alta, disminuyendo su interacción con moléculas de carga opuesta. 
Teniendo en cuenta que las concentraciones de NaCl ensayadas fueron las 
más elevadas, el efecto de la presencia de esta sal en el cambio estructural de 
estas proteínas resultó menor, lo cual podría deberse a su baja afinidad por las 
CN. 
4.3.2. Estudio de unión del ANS a las proteínas de la leche 
En la Figura 3.4.2, se muestra la variación de los valores de S0 relativos 
en suspensiones de leche en presencia de las distintas sales ensayadas. 
Los valores de S0 son relativos porque se calcularon a partir de la 
relación entre el valor de S0 obtenido en presencia de sales y el S0 en ausencia 
de las mismas. Todas las sales en estudio, excepto NaCl, causaron variaciones 
significativas de S0 (p < 0,05). Nuevamente, se evidencia el efecto de la 
afinidad específica de los cationes en estudio por las CN. En presencia de 
ZnCl2 y CaCl2, se observaron las mayores variaciones de S0. El aumento en S0 
fue directamente proporcional a la concentración de ZnCl2. En cambio, en 
presencia de CaCl2 o MgCl2, los valores de S0 aumentaron hasta una 
determinada concentración (9 mM para CaCl2 y 6 mM para MgCl2), a partir de 
la cual disminuyeron, debido al efecto de la elevada fuerza iónica. 
El aumento en los valores de S0 indica un aumento en la cantidad de 
ANS unido a la superficie proteica (Lakowicz, 2007). Es importante tener en 
cuenta que tanto la molécula de ANS como la mayoría de las PL, presentan 
carga negativa al pH de trabajo (Farrell y col., 2004). El apantallamiento de 
cargas negativas en presencia de los cationes en estudio permitió la interacción 
hidrofóbica entre ANS y PL.  
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Figura 3.4.2: Efecto de distintas concentraciones de sales sobre S0: a) ZnCl2, b) CaCl2, 
c) MgCl2 y d) NaCl. Condiciones del medio: [PL] = 0,1 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 
°C. 
La interacción entre las PL y el Zn2+ no es exclusivamente electrostática; 
a diferencia de los demás cationes en estudio, el Zn2+ es un metal de 
transición, dentro de sus propiedades se destaca la de actuar como ácido de 
Lewis, formando complejos de coordinación con moléculas que le donan 
electrones. De hecho, se ha comprobado por espectroscopía infrarroja que 
tanto el oxígeno de grupos carboxilos desprotonados (en Asp y Glu) como el 
fosfato (en Ser-P) son sitios específicos de unión del Zn2+ a las CN (Garcia y 
col., 2006; Pomastowski y col., 2014). El oxígeno del grupo sulfonato del ANS 
también podría actuar como donante de electrones. En presencia de ZnCl2, el 
ANS interaccionaría con las PL no sólo hidrofóbicamente sino también 
mediante coordinación.  
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4.3.3. Análisis del quenching de la fluorescencia por 
acrilamida 
En la Figura 3.4.3 se muestran los gráficos de Stern-Volmer obtenidos 
en los experimentos de quenching, en ausencia y presencia de distintas 
concentraciones de sales.  
[Acrilamida] (mM)
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Figura 3.4.3: Quenching de la fluorescencia intrínseca de suspensiones de leche. 
Efecto de distintas concentraciones de sales: a) ZnCl2, b) CaCl2, c) MgCl2 y d) NaCl. 
Condiciones del medio: [PL] = 0,1 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
En todas las condiciones ensayadas se obtuvieron gráficos no lineales 
(cóncavos); estos resultados se deben a que fluoróforo y quencher están tan 
cerca que la probabilidad de que ocurra quenching es unitaria. El modelo que 
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describe esta situación se conoce con el nombre de “modelo de la esfera de 
acción” (Lakowicz, 2007).  
Como se evidencia en los gráficos de Stern-Volmer, la afinidad de los 
cationes en estudio por las CN afectó el quenching de la florescencia. En 
presencia de ZnCl2 y CaCl2, las curvas de Stern-Volmer se ubican por debajo 
de la curva control en ausencia de cationes, indicando que el quenching estaría 
ocurriendo en menor medida. Esto podría deberse a una disminución de la 
accesibilidad de la acrilamida a los Trp, concordando con los resultados de las 
dos secciones anteriores (4.3.1. y 4.3.2.) que demuestran que estas sales 
producen cambios en la conformación de las CN. En presencia de MgCl2, la 
variación en la magnitud de quenching es menos significativa, resultando nula 
en los medios conteniendo NaCl. 
4.4. Análisis de color de suspensiones de leche  
En la Tabla 3.4.2 se muestran los resultados del análisis de color de las 
suspensiones de leche en ausencia y presencia de distintas concentraciones 
de las sales en estudio.  
La variación de los parámetros de color en presencia de las sales en 
estudio resultó en un aumento significativo (p < 0,05) del índice de blancura 
(IB). En presencia de ZnCl2 se determinó el mayor IB. Le siguieron las 
soluciones con CaCl2, mientras que, en presencia de MgCl2 y NaCl se 
obtuvieron aumentos menores del IB. Estos resultados concuerdan con los 
anteriores de Dh dado que una suspensión con MC más grandes dispersa más 
la luz, otorgando una apariencia más blanquecina a la suspensión. 
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Tabla 3.4.2: Efecto de distintas concentraciones de las sales en estudio sobre el IB de 
suspensiones de leche. Condiciones del medio: [PL] = 0,35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 
7,4. 
Sal [Sal] (mM) IB 
- - 29,8 ± 0,8 
ZnCl2 
0,125 93 ± 2 
0,250 92 ± 1 
CaCl2 
5 52,8 ± 0,9 
10 77,9 ± 0,4 
15 82,4 ± 0,7 
MgCl2 
5 39,9 ± 0,8 
10 39,3 ± 0,7 
NaCl 
50 35 ± 2 
100 42 ± 2 
 
4.5. Determinaciones de viscosidad de suspensiones de leche 
La leche bovina es uno de los fluidos más procesados en la industria 
alimentaria, por lo que resulta fundamental conocer cualquier cambio en sus 
propiedades físicas que pudiera afectar tal procesamiento. Las MC son las 
principales contribuyentes a la viscosidad de la leche, por esto, cualquier 
variable que afecte su estado de agregación puede modificar su viscosidad 
final (Bienvenue y col., 2003). En la Figura 3.4.4 se muestran los gráficos de 
esfuerzo (τ) vs. velocidad de deformación (γ) para dos de las muestras 
analizadas. Se obtuvieron gráficas similares en todas las condiciones 
ensayadas, que corresponden a un comportamiento pseudoplástico, 
característico de leche con elevada concentración de sólidos totales (Morison y 
col., 2013). Además, se observó que en todos los casos fue necesario aplicar 
un esfuerzo mínimo para que las suspensiones comiencen a fluir. No se 
observaron diferencias significativas entre las curvas obtenidas durante el 
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barrido ascendente y descendente de γ, evidenciando que el comportamiento 
pseudoplástico no es dependiente del tiempo. 
(s-1)
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Figura 3.4.4: Curvas de esfuerzo (τ) vs. velocidad de deformación (γ) de leche en 
presencia de a) CaCl2 2,5 mM y b) ZnCl2 0,125 mM. Condiciones del medio: [PL] = 35 
g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
En la Figura 3.4.5 se muestran los gráficos de viscosidad aparente (𝜂a) 
vs. γ para todas las muestras de leche en presencia de las distintas 
concentraciones de sales en estudio. En todas las condiciones ensayadas la 𝜂a 
disminuyó rápidamente con el aumento de γ, hasta un valor de γ = 11,5 s-1, a 
partir del cual la disminución de 𝜂a fue más gradual. Los valores de 𝜂a obtenidos 
para las muestras de leche coinciden con los publicados en la bibliografía 
(Alcântara y col., 2012). Los cambios estructurales en las MC causados por la 

















































































Figura 3.4.5: Curvas de viscosidad aparente (𝜂a) vs. velocidad de deformación (γ) de 
leche. Efecto de distintas concentraciones de a) ZnCl2, b) CaCl2, c) MgCl2 y d) NaCl. 
Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
4.6. Determinación de la actividad proteasa del extracto 
enzimático P7 
En la Tabla 3.4.3 se muestran los valores de AP de EEP7 en presencia 
de las distintas concentraciones de sales en estudio. Los valores son relativos 
a la actividad obtenida en ausencia de las sales, que se considera el 100%. 
En presencia de CaCl2
 la AP de EEP7 resultó mayor que en ausencia de 
sal, mientras que en presencia de ZnCl2 y MgCl2 no se obtuvieron diferencias 
significativas.   
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Tabla 3.4.3: Efecto de distintas concentraciones de las sales en estudio sobre la 
actividad proteasa del EEP7. Condiciones del medio: Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
Sal [Sal] (mM) AP relativa (%) 
- - 100 ± 1 
ZnCl2 
0,125 100 ± 1 
0,250 99 ± 3 
CaCl2 
5 106,6 ± 0,9 
10 105 ± 2 
MgCl2 
5 102 ± 4 
10 102 ± 6 
NaCl 
50 98 ± 1 
100 94 ± 4 
 
La estimulación de la AP en presencia de Ca2+ podría deberse a la 
formación de puentes iónicos que estabilizarían a la enzima en su 
conformación activa (Corrêa y col., 2010). Probablemente, las pequeñas 
concentraciones de ZnCl2 no fueron suficientes para lograr tal efecto. La 
elevada fuerza iónica otorgada por el NaCl sería la responsable de la 
disminución de la AP de EEP7.  
4.7. Estudio del proceso de agregación de las micelas de caseína 
utilizando el extracto enzimático P7 
La caracterización del proceso de agregación de las MC inducido por 
EEP7 fue llevada cabo a través de los parámetros: βinicial (relacionado con el 
tamaño promedio de las MC), velocidad inicial (vi) y tiempo de agregación (tag). 
En la Figura 3.4.6 se muestra la variación del parámetro β en función del 
tiempo en suspensiones de leche en presencia de distintas concentraciones de 
CaCl2, después de la adición del EEP7. Además, se definen los distintos 
parámetros en estudio. Se obtuvieron gráficas similares en todas las 
condiciones ensayadas.  
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Figura 3.4.6: Variación del parámetro β en función del tiempo. Condiciones del medio: 
[PL] = 0,35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
Estos resultados demuestran que el mecanismo de agregación de las 
MC por acción de EEP7 es diferente al llevado a cabo por cuajo, en el que la 
dependencia de β con el tiempo ajusta a un comportamiento exponencial 
(Risso y col., 2007). En este caso, en cambio, el comportamiento resultó más 
bien sigmoidal, distinguiéndose tres etapas: en la primera no ocurrieron 
variaciones significativas de β en el tiempo, probablemente la variación en el 
tamaño de las MC fue tan pequeña que no fue detectada por esta técnica; la 
segunda etapa se considera la correspondiente al proceso de agregación, en el 
que β aumentó rápidamente. Una vez finalizada la agregación inicial, el 
aumento de β fue más lento durante la última etapa.  
La coagulación de leche inducida por quimosina se basa en la digestión 
del enlace Phe 105 – Met 106 de la κ-CN, que desestabiliza la estructura de las 
MC y promueve su agregación, aumentando β. La especificidad de corte de 
EEP7 es menor que la de quimosina, por lo que se estarían digiriendo otras PL 
además de la κ-CN y probablemente por esto el β no aumentó en la primera 
etapa. Para producir la desestabilización coloidal de las MC es necesario 
digerir una determinada proporción de κ-CN que se alcanzaría luego de la 
primera etapa. Además, el parámetro β no alcanzó un valor máximo en el 
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tiempo que duró el experimento. Podría interpretarse que la agregación de las 
MC ocurrió principalmente en la segunda etapa y que los cambios posteriores 
en β fueron debidos a la excesiva proteólisis ejercida por EEP7 que produjo 
nuevas interacciones entre los agregados proteicos.     
Se evaluó la significancia de los factores estudiados en los parámetros 
determinados. Se encontró que la vi no fue afectada por ninguna de las sales 
ensayadas (p = 0,2694). La Tabla 3.4.4 muestra cuáles fueron los factores que 
afectaron significativamente a cada uno de los parámetros del proceso de 
agregación (p < 0,05). 
Tabla 3.4.4: Probabilidades asociadas obtenidas por ANOVA al estudiar el efecto de 
los factores (concentraciones de cada sal) sobre cada uno de los parámetros del 
proceso de agregación. 
Factor βinicial tag 
[ZnCl2] 0,7776 0,0437 
[CaCl2] 0,6983 0,5417 
[MgCl2] 0,7326 0,7243 
[NaCl] 0,1441 0,3459 
[ZnCl2]
2 0,7908 0,5935 
[CaCl2]
2 0,7271 0,6709 
[MgCl2]
2 0,3518 0,6910 
[NaCl]2 0,4563 0,3639 
[ZnCl2].[CaCl2] 0,4923 0,4210 
[ZnCl2].[MgCl2] 0,9415 0,8327 
[ZnCl2].[NaCl] 0,0370 0,0059 
[CaCl2].[MgCl2] 0,6572 0,2668 
[CaCl2].[NaCl] 0,0048 0,0228 
[MgCl2].[NaCl] 0,2997 0,9212 
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 Tanto los valores de βinicial como los de tag fueron afectados 
significativamente por las concentraciones de ZnCl2, CaCl2 y NaCl. Se 
realizaron ajustes correspondientes y en la Figura 3.4.7 se muestran algunas 























































































































Figura 3.4.7: Superficies de respuesta para el efecto de la presencia de ZnCl2, CaCl2 y 
NaCl sobre los valores de βinicial y tag. a) y b) fueron obtenidas en ausencia de ZnCl2, 
mientras que c) y d) fueron obtenidas en presencia de una concentración constante de 
CaCl2 (10 mM). Condiciones del medio: [PL] = 0,35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
 El aumento en la concentración de cada una de las sales provocó un 
aumento en el valor de βinicial, concordando con los resultados obtenidos por 
dispersión de luz, ya que al incrementarse la concentración de sal se favorece 
la formación de MC de mayor tamaño. Sin embargo, se observó un efecto 
antagónico entre NaCl y CaCl2 y entre NaCl y ZnCl2: el incremento en la 
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concentración de NaCl produjo una disminución del βinicial para las mayores 
concentraciones ensayadas de ZnCl2 o de CaCl2. Esto puede explicarse 
considerando que la elevada fuerza iónica otorgada por el NaCl dificulta la 
interacción específica entre las CN y el Zn2+ o el Ca2+.  
El aumento en la concentración de ZnCl2, CaCl2 y NaCl provocó una 
disminución en el valor de tag. Como se mostró anteriormente, el tag es el 
tiempo al cual finaliza la agregación primaria de las MC; por lo tanto, tiene en 
cuenta la proteólisis y posterior agregación de las micelas desestabilizadas. La 
presencia de ZnCl2, CaCl2 y NaCl afectó diferencialmente a la actividad 
enzimática, por lo que se descarta que la etapa de proteólisis sea la 
determinante del tag. En este sentido, se destaca que βinicial y tag se 
correlacionaron negativamente (Coeficiente de correlación de Pearson= -0,810; 
p < 0,0001). Por lo tanto, cuanto más grandes son las MC, menos tiempo 
requiere su agregación.  
4.8. Gelificación de leche inducida por el extracto enzimático P7 
4.8.1. Análisis reológico 
En la Figura 3.4.8 se muestra la variación de los módulos elástico (G’) y 
viscoso (G’’) en el tiempo durante la coagulación de leche usando EEP7 en 
presencia de distintas concentraciones de las sales en estudio. No se muestran 
los resultados obtenidos en presencia de 2,5 mM de CaCl2 debido a que en 
esta condición la leche no gelificó durante el tiempo que duró el ensayo. 
Se obtuvieron diferencias significativas en los valores de tgel (p < 0,001), 
siendo el valor promedio (11 ± 3) min. Por otro lado, se obtuvieron diferencias 
significativas en los valores G´máx (p < 0,001), siendo su distribución asimétrica, 
sesgada hacia la derecha con una mediana de 6,6 Pa y un rango intercuartil de 
(1,8 - 8,9) Pa. Los resultados se muestran en la Tabla 3.4.5.  
Los valores de G’máx obtenidos en todas las condiciones ensayadas 
resultaron significativamente menores a los obtenidos para geles lácteos 
inducidos por quimosina (Lucey, 2002). Esto se relaciona con la pequeña 
relación AC/AP, característica de coagulantes microbianos, que origina geles 
más laxos debido al corte inespecífico de proteínas (Jacob y col., 2011). 
Además, la coagulación de leche inducida por EEP7 se llevó a cabo a mayores 
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valores de pH y temperatura que los utilizados para quimosina, lo que también 
afecta a la elasticidad de los geles resultantes (Jaros y col., 2008). 
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Figura 3.4.8: Variación de G’ y G’’ en el tiempo durante la coagulación de leche 
inducida por EEP7. Efecto de distintas concentraciones de a) ZnCl2 (0,125 y 0,250 
mM), b) CaCl2 (7,5 y 12,5 mM), c) MgCl2 (5 y 10 mM) y d) NaCl (50 y 100 mM). Los 
círculos corresponden a las menores concentraciones de cada sal, mientras que los 
triángulos invertidos corresponden a las mayores concentraciones de cada sal. 
Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
En presencia de ZnCl2 y MgCl2, el tgel resultó similar al promedio y los 
valores de G’máx fueron intermedios. En presencia de NaCl y 7,5 mM CaCl2 se 
formaron los geles menos elásticos. La elevada fuerza iónica en presencia de 
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NaCl reduce la cantidad de Ca2+ unido a CN (Mekmene y col., 2009). En 
concordancia con los resultados obtenidos por dispersión de luz, en presencia 
de NaCl o bajas concentraciones de Ca2+, se estaría perdiendo la integridad de 
las MC, por esto, el proceso de coagulación se enlentece (mayor tgel) y los 
geles obtenidos son menos elásticos (Tsioulpas y col., 2007). Los geles más 
elásticos (mayor G’máx) fueron obtenidos en presencia de 12,5 mM de CaCl2 y 
éstos se formaron más rápidamente (menor tgel) que los obtenidos en las 
demás condiciones ensayadas. Estos resultados confirman la importancia de la 
interacción entre CN y Ca2+ en el comportamiento coloidal de la leche, el 
proceso de coagulación y la elasticidad de sus geles. 
Tabla 3.4.5: Efecto de distintas concentraciones de las sales en estudio sobre las 
propiedades reológicas del proceso de gelificación de leche usando PEP7. 
Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
Sal [Sal] (mM) G’máx (Pa) tgel (min) 
ZnCl2 
0,125 5 ± 2 10,2 ± 0,8 
0,250 6,9 ± 0,4 10,08 ± 0,02 
CaCl2 
7,5 1,8 ± 0,2 12,2 ± 0,6 
       12,5 36 ± 2 7,2 ± 0,6 
MgCl2 
5 10 ± 3 9,6 ± 0,9 
10 8,9 ± 0,8 9,25 ± 0,09 
NaCl 
50 1,9 ± 0,8 12 ± 2 
100 2 ± 1 16,0 ± 0,8 
 
4.8.2. Análisis microestructural  
El estudio de la microestructura de la leche durante la coagulación por 
EEP7 en presencia de las sales en estudio fue llevado a cabo por los 
parámetros: diámetro de poro (DP), grado de anisotropía (GA) y entropía digital 
(E). La rodamina enlentece la coagulación enzimática de las MC (Gatti y col., 
1998), por esto, para lograr coagular leche en el tiempo que duró el ensayo fue 
necesario utilizar una mayor concentración de EEP7 en comparación a la 
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usada para reología. En la Figura 3.4.9 se muestran, a modo de ejemplo, 
algunas de las imágenes obtenidas durante la coagulación de leche utilizando 
EEP7 como agente coagulante en presencia de MgCl2 5 mM.  
 
Figura 3.4.9: Imágenes de suspensiones de leche durante la gelificación inducida por 
EEP7. Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; [MgCl2] = 5 mM; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 
44 °C. Sonda fluorescente: Rodamina B Roja 0,02 mg/mL. Objetivo utilizado: 20X. 
Barra de escala: 100 μm. 
Como se muestra en las Figuras 3.4.10, 3.4.11 y 3.4.12, la variación de 
los parámetros microestructurales (DP, GA, E) en función del tiempo se divide 
en tres etapas, lo que coincide con lo observado en los ensayos de agregación 
y reología.  
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Figura 3.4.10: Variación del DP en función del tiempo durante la gelificación inducida 
por EEP7.  Efecto de distintas concentraciones de a) ZnCl2, b) CaCl2, c) MgCl2 y d) 
NaCl. Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
En una etapa inicial las proteínas de la leche se encuentran formando un 
sol, por lo que DP, GA y E no varían en función del tiempo. La segunda etapa 
se caracteriza por un aumento de los parámetros que describen la 
microestructura en función del tiempo y en ella ocurre la gelificación. Definimos 
tiempo de transición sol – gel (ts-g) como el tiempo de inicio de la segunda 
etapa. A la derivada del parámetro microestructural respecto del tiempo en la 
segunda etapa la llamamos velocidad de gelificación (vg). En la tercera y última 
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etapa, no hay variación significativa de los parámetros microestructurales en 
función del tiempo.  























































































Figura 3.4.11: Variación del GA en función del tiempo durante la gelificación 
inducida por EEP7.  Efecto de distintas concentraciones de a) ZnCl2, b) CaCl2, c) 
MgCl2 y d) NaCl. Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
Las muestras conteniendo CaCl2 2,5 mM no gelificaron en el tiempo que 
duró el ensayo y por esto no hay variación de la microestructura con el tiempo 
para esta condición. 
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Figura 3.4.12: Variación de la entropía digital en función del tiempo durante la 
gelificación inducida por EEP7.  Efecto de distintas concentraciones de a) ZnCl2, b) 
CaCl2, c) MgCl2 y d) NaCl. Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 
7,4; 44 °C. 
En la Tabla 3.4.6 se muestran los valores de ts-g y vg calculados a partir 
de las Figuras 3.4.10, 3.4.11 y 3.4.12. Los ts-g calculados a partir de la 
variación de DP, E y GA se encuentran correlacionados entre sí (Coeficiente 
de correlación > 0,800; p < 0,05). Esto indica que la presencia de las 
diferentes sales afecta al ts-g de la misma manera, independientemente del 
parámetro microestructural que se utilice para calcularlo. Los ts-g calculados a 
partir de la variación de E con el tiempo resultaron significativamente menores 
(p < 0,01) que los ts-g obtenidos a partir de la variación de DP o de GA. Esto 
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estaría indicando que los cambios en la entropía comienzan con anterioridad 
a los cambios en DP y GA, lo que podría explicarse por la formación o 
reestructuración de agregados proteicos solubles (incremento de E sin 
variación de DP y GA) que luego comienzan a interaccionar durante la 
transición sol-gel (incremento de los tres parámetros). Por otro lado, los ts-g no 
se correlacionaron con los tgel obtenidos por reología. Además de que las 
condiciones en las que se llevó cabo la gelificación en ambas técnicas fue 
diferente, en reología se determinó el tiempo de gelificación mientras que, 
mediante microestructura, se determinó el tiempo en el cual comienza la 
transición sol-gel. 
Tabla 3.4.6: Valores de ts-g y vg calculados a partir de parámetros obtenidos de 
imágenes de microscopía confocal en las distintas condiciones ensayadas. 




DP (µm) GA E 
ts-g (min) vg (µm/min) ts-g (min) vg (min
-1) ts-g (min) vg (min
-1) 
ZnCl2 
0,125 1,8 ± 0,7 0,150 ± 0,007 3,0 ± 0,3 0,315 ± 0,007 1,7 ± 0,1 0,59 ± 0,02  
0,250 2,8 ± 0,4 0,300 ± 0,007 3,1 ± 0,4 0,324 ± 0,009 1,8 ± 0,2 1,52 ± 0,05 
CaCl2 
7,5 2,1 ± 0,3 0,259 ± 0,006 2,4 ± 0,5 0,177 ± 0,006 1,2 ±0,2 0,82 ± 0,01 
12,5 1,5 ± 0,3  0,46 ± 0,05 1,7 ± 0,3  0,97 ± 0,06 1,2 ± 0,2 0,646 ± 0,009 
MgCl2 
5 2,1 ± 0,5 0,37 ± 0,01 2,7 ± 0,5 0,41 ± 0,02 1,3 ± 0,2 0,618 ± 0,004 
10 3,1 ± 0,6 0,350 ± 0,006 3,0 ± 0,4 0,320 ± 0,009 1,8 ± 0,3 0,649 ± 0,006 
NaCl 
50 3,8 ± 0,4 0,50 ± 0,02 4,0 ± 0,3 0,315 ± 0,005 2,6 ± 0,1  0,569 ± 0,005 
100 2,6 ± 0,4 0,44 ± 0,02 2,4 ± 0,3 0,3231 ± 0,007 2,0 ± 0,2 0,765 ± 0,009 
 
Durante la etapa de gelificación, la variación del GA se correlacionó 
con la variación de E (Coeficiente de correlación= 0,977; p < 0,0001). Sin 
embargo, la vg obtenida a partir de la variación del DP no se correlacionó con 
las vg obtenidas a partir de la variación de GA y de E. Esto estaría indicando 
que el DP fue afectado diferencialmente por las sales ensayadas, comparado 
a los otros dos parámetros microestructurales. Por otro lado, la vg calculada a 
partir de la variación de la entropía resultó mayor que las vg obtenidas a partir 
de DP y GA. Esto podría deberse a que para el cálculo de DP y GA se utilizan 
imágenes binarias, mientras que, para el cálculo de E se utilizan imágenes en 
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escala de grises que contienen más información y por lo tanto, su variación 
también puede ser mayor.  
En la última etapa el GA alcanza el máximo valor mientras que el DP y 
la E siguen aumentando, lo que sugeriría que, una vez alcanzado el estado 
de gel, aún ocurren reordenamientos en la estructura. 
4.9. Caracterización de geles lácteos inducidos por el extracto 
enzimático bacteriano 
4.9.1. Análisis de color 
En la Figura 3.4.13 se muestran los resultados obtenidos para el análisis 
de color. El índice de blancura (IB) de los geles dependió del tipo de sal 
utilizada (p < 0,001) y no así de su concentración (p = 0,594). Los geles 
adicionados con CaCl2 o MgCl2 presentaron mayor IB que los geles 
conteniendo ZnCl2 o NaCl.  
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Figura 3.4.13: Efecto de distintas concentraciones de sales sobre el índice de blancura 
de geles obtenidos por coagulación de leche usando EEP7. Condiciones del medio: 
[PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
El color blanco característico de la leche se debe fundamentalmente a la 
dispersión de luz causada por las MC (Phadungath, 2005). Cuando se adiciona 
una sal mineral a la leche, hay una distribución diferencial de los iones que la 
conforman entre las fases micelar y acuosa. A pH neutro se produce un 
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aumento de la concentración de iones en la fase acuosa (de la Fuente y col., 
2003; Mekmene y col., 2009), modificándose las cargas que rodean a las MC y 
también su estructura. Los cambios estructurales en las MC debidos a la 
interacción electrostática entre las CN y los cationes estarían afectando la 
opacidad de la leche y, por ende, su IB. De hecho, se han publicado resultados 
que demuestran el efecto de la presencia de sales minerales en el color de 
yogur (Achanta y col., 2007). 
4.9.2. Análisis de textura mecánica 
En la Figura 3.4.14 se muestran los valores de fuerza de fractura (FF) y 
firmeza (FI) obtenidos para los geles lácteos en presencia de distintas 
concentraciones de sales.  
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Figura 3.4.14: Efecto de distintas concentraciones de sales sobre la textura mecánica 
de geles obtenidos por coagulación de leche usando EEP7. Los gráficos de barras 
corresponden a valores de fuerza de fractura (FF) y los gráficos de puntos a valores de 
firmeza (FI). Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
Los geles obtenidos con EEP7 resultaron más débiles que los obtenidos 
con quimosina (Galante, 2016). En concordancia con los resultados obtenidos 
por reología, se concluye que el elevado grado de proteólisis alcanzado en los 
geles inducidos por EEP7 es el responsable de la textura laxa obtenida. Esto 
no sólo se debería a la proteólisis inespecífica desempeñada por EPP7, sino 
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también a las condiciones de pH y temperatura en las que se llevó a cabo la 
coagulación (Jaros y col., 2008; Jacob y col., 2011).  
Los geles obtenidos en presencia de ZnCl2 o CaCl2 12,5 mM resultaron 
los más fuertes y firmes (p<0,001). A partir de los resultados de espectroscopía 
de fluorescencia concluimos que los cationes Zn2+ y Ca2+, con mayor afinidad 
por las CN, causaron cambios estructurales más significativos que Mg2+ y Na+ 
en las MC. Esto produjo la formación de MC más grandes que, al coagular, 
formarían geles con mayor FF y FI. En presencia de NaCl 100 mM, los geles 
obtenidos fueron tan laxos que no fue posible determinar valores de FF y FI a 
partir de las curvas de fuerza en función de la distancia penetrada. La 
interacción electrostática entre los iones Ca2+ y los grupos Ser-P de las CN es 
importante para la formación y estabilidad de la estructura de las MC (Horne, 
2006). La adición de NaCl a la leche produce un aumento en la concentración 
de Ca2+ libre y una disminución en la concentración de Ca2+ unido a CN 
(Mekmene y col., 2009). La liberación de Ca2+ de la fase micelar causaría la 
desestabilización de las MC, dificultando la formación de un gel por 
coagulación enzimática. 
Tabla 3.4.7: Valores de desplazamiento obtenidos a partir de curvas de fuerza vs. 
distancia de los ensayos de penetración. Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; Tris-
HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
 
Catión Concentración (mM) Desplazamiento (mm) 
ZnCl2 
0,125 2,2 ± 0,2 
0,25 2,3 ± 0,2 
CaCl2 
7,5 2,7 ± 0,9 
12,5 2,2 ± 0,3 
MgCl2 
5 3,8 ± 0,4 
10 3,6 ± 0,8 
NaCl 
50 5,2 ± 0,6 
100 - 
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Se registró el desplazamiento como la distancia penetrada 
correspondiente a la FF. Los valores de desplazamiento para las distintas 
condiciones ensayadas se muestran en la Tabla 3.4.7. En presencia de ZnCl2 o 
CaCl2 se obtuvieron desplazamientos de fractura significativamente menores (p 
< 0,01), indicando que en estas condiciones no sólo se forman geles más 
fuertes y firmes, sino también, más rígidos. 
4.9.3. Análisis microestructural 
4.9.3.1. Diámetro de poro 
En la Figura 3.4.15 se muestran las distribuciones de los DP de los geles 
inducidos por EEP7 en las distintas condiciones ensayadas. La distribución de 
los DP de los geles en todas las condiciones ensayadas es asimétrica, sesgada 
hacia la derecha. En presencia de CaCl2 o MgCl2, los geles obtenidos 
resultaron más compactos, con menores DP. 
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Figura 3.4.15: Variación del DP calculado a partir de imágenes tridimensionales de 
los geles lácteos inducidos por EEP7. Efecto de distintas concentraciones de las sales 
en estudio. Condiciones del medio: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
Los cationes divalentes tienen mayor capacidad de apantallar las cargas 
negativas de las CN a pH 7,4 que los cationes monovalentes. El 
apantallamiento producido por los cationes divalentes en concentraciones 
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superiores a 2,5 mM disminuye la repulsión entre proteínas y facilita su 
interacción, dando lugar a la formación de geles más compactos. 
Los geles fortificados con ZnCl2 presentaron mayores DP debido a las 
bajas concentraciones de sal con las que se trabajó. Los geles formados en 
presencia de NaCl 50 mM presentaron los mayores DP. Esto podría deberse 
a la liberación del Ca2+ constituyente de las MC que causa la formación de 
geles menos fuertes y firmes que, además, presentan mayor DP. En 
presencia de NaCl 100 mM las MC se encuentran desestabilizadas y no 
ocurre la formación de un gel, por esto los DP determinados resultaron muy 
pequeños, ya que corresponden a la leche fluida. 
4.1.1.1. Grado de anisotropía 
Uno de los objetivos de la industria de los alimentos procesados es 
estudiar la microestructura de los ingredientes durante su procesamiento. 
Conocer, por ejemplo, la organización espacial de las unidades (proteínas) 
que forman un alimento es fundamental para crear características deseadas 
en el producto final (Manski y col., 2007). El grado de anisotropía GA de un 
material es una medida de la orientación espacial de sus unidades. Altos 
valores de GA (el máximo es 1) indican que las unidades presentan orientación 
preferencial mientras que pequeños valores de GA sugieren microestructuras 
sin orientación preferencial (isotrópicas) (Doube y col., 2010). Las estructuras 
anisotrópicas son comunes en alimentos ricos en proteínas y debido a la gran 
aceptación de este tipo de alimentos en la actualidad, la anisotropía es una 
característica microestructural que se considera atractiva (Manski y col., 2007).   
En la mayoría de las condiciones ensayadas no se obtuvieron 
diferencias significativas del GA, siendo su valor promedio GA = 0,76 ± 0,03, 
correspondiente a una microestructura anisotrópica normalmente encontrada 
en geles (Wolf y col., 2000). Sin embargo, en presencia de CaCl2 12,5 mM, la 
anisotropía resultó significativamente menor (p < 0,05), GA = 0,3 ± 0,1. A 
modo de ejemplo, en la Figura 3.4.16 se muestran los stacks y las imágenes 
tridimensionales de los geles en presencia de dos concentraciones de CaCl2 
ensayadas. Como se observa en la Figura 3.4.16 b), la presencia de CaCl2 
12,5 mM generó un gel muy compacto, con una superficie más uniforme, 





Figura 3 . 4.16: Stacks e imágenes tridimensionales de los geles inducidos por 
EEP7 en presencia de CaCl2 a) 7,5 mM y b) 12,5 mM. Condiciones en las que fueron 
obtenidos los geles: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. Sonda fluorescente: 
Rodamina B Roja 0,002 mg/mL. Objetivo utilizado: 60X (con aceite de inmersión). 
Barra de escala: 30 μm.  
4.1.1.2. Textura digital 
En la Tabla 3 .4.8 se muestran los valores de entropía (E) digital 
obtenidos a partir de los stacks de los geles en las distintas condiciones 
ensayadas. La E es una medida de la variabilidad en la distribución de niveles 
de grises en una imagen, por lo tanto, su variación podría relacionarse con 
cambios estructurales en el gel. 
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Tabla 3.4.8: Valores de E obtenidos a partir del procesamiento digital de stacks de 
imágenes de geles en presencia de las distintas sales en estudio. Condiciones del 
medio: [PL] = 35 g/L; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 44 °C. 
Catión Concentración (mM) Entropía digital 
ZnCl2 
0,125 5,3 ± 0,2 
0,25 6,3 ± 0,2 
CaCl2 
7,5 6,3 ± 0,3 
12,5 5,8 ± 0,3 
MgCl2 
5 6,6 ± 0,4 
10 6,8 ± 0,3 
NaCl 
50 3,7 ± 0,6 
100 6,4 ± 0,4 
 
Sólo en presencia de ZnCl2 0,125 mM o de NaCl 50 mM se obtuvieron 
valores de entropía significativamente menores (p < 0,001). Se encontró una 
correlación negativa entre estos resultados y los de DP (Coeficiente de 
correlación de Pearson= -0,852; p < 0,01). Por lo tanto, los cambios en E 
estarían relacionados con cambios estructurales debidos a la interacción 








La presencia de las sales en estudio afectó no sólo al tamaño y a la 
carga de las micelas de caseína, sino también a la estructura de las caseínas 
individuales. La afinidad específica de los cationes constituyentes de las sales 
ensayadas por las caseínas demostró cumplir un rol fundamental en este 
cambio estructural. Los cationes con mayor afinidad por las caseínas afectaron 
más su estructura, aumentando la turbidez de las suspensiones de leche. Por 
otro lado, las sales en estudio afectaron diferencialmente la actividad 
proteolítica del extracto enzimático producido por Bacillus sp. P7. 
Independientemente de esto, la agregación de las micelas de caseína inducida 
por el extracto resultó más rápida en condiciones en que las micelas eran más 
grandes. Se obtuvieron geles lácteos a partir de la coagulación de leche 
inducida por el extracto enzimático bacteriano. La presencia de las sales en 
estudio modificó ciertas propiedades físicas de los geles lácteos obtenidos, 
como su color, microestructura y elasticidad, entre otras. La interacción 
electrostática entre los cationes divalentes ensayados y las caseínas tendría un 
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